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Resumen

En los conejos europeos, la presencia de una feromona materna es esencial para desencadenar la
conducta de bisqueda de pezon y el amamantamiento en los gazapos. A pesar de que lz respuesta a la
feromona es innata, si el vientre de la madre es perfumado, los gazapos aprenden el olor novedoso después
de una sola exposicién de alrededor de 3 min. Posteriormente, al ser colocados sobre una piel perfumada
con ¢l mismo olor los sujetos condicionados, a diferencia de los no condicionados, responden a €l con la
conducta estereotipada de bisqueda de pezén come si fuera 1a feromona materna.

Con ¢l fin de examinar la participacion reforzante de diferentes estimulos sensometores presentes
durante el aprendizaje (i.e. durante el amamantamiento), se generaron § grupos experimentales {n = 16} de
gazapos entre 0 y 3 dias de nacidos. De los 8 grupos, 5 corresponden a animales condicionados al olor
novedoso Chanel No. 5 y 3 comresponden a animales controles, no condicionados. Los grupos
condicionados sobre madres perfumadas fueren: (i) amamantados de forma ratural por la madre despierta
en el nido (NAT), (ii} colocados sobre una madre anesfesiada sujeta bocarriba e inyectada con oxcitocina
para que proveyera a lds gazapos-de leche (ANE), (iii} colocados sobre la madre anestesiada pero sin
leche (SL), (iv) sujetas inméviles sobre los pezones sin leche permitiéndoles adherirse a ellos (ADH) y
(v} colocados sobre una madre anestesiada con los pezones cubiertos, permitiéndoles buscar libremente
pero no adherirse (BUS). Los tres grupos controles (i) ¢cNAT, (ii) cANE y (iii) cSL, fueron manipulados
de ta misma manera que los tres pnmero grupos descritos, NAT, ANE y SL pere las madres no fueron
perfumadas.

Todos los grupos realizaron una prueba de evocacion 24 h después det condicionamiente en la cual
eran colocados en una arena de acrilico 3 min sobre una piel sin perfumar y posteriormente 3 min sobre
una piel perfumada. El parametro principal evaluado fue la conducta de busqueda de pezon. Se calculé
para cada grupe sobre las diferentes pieles: el tiempo total de busqueda, el nimero de sujetos buscando
por grupo, el nimero de eventos de busqueda, la distribucion de bisquedas en el tiempo y la distribucion
de las bisquedas relativa al drea de aplicacion del estimulo olfativo. También se evalué la actividad
general de los gazapos segin ¢i repertorio conductual que presentaban durante la prueba sobre cada piel,
dividido en busqueda, rasquifia, desplazamicnto o inmovilidad. Por itimo se evalud el tiempo total que
los gazapos estuvieron en contacto con el vientre materno, ¥ para los grupos pertinentes, el tiempo total de
adhesion a los pezones y/o la correlacion entre peso y biisqueda y entre ingesta de leche y busqueda.

Todos los grupos condicionados aprendieron el olor novedoso. Sobre la piel sin perfume mo se
encontraron diferencias significativas entre animales controles y condicionados mas que para rasquifia y

desplazamiento, ni para bisqueda ni para inmovilidad.



Sobre Ia piel con perfume el tiempo total de busqueda fue significativamente diferente entre los
grupos condicionados (Kruskal-Wallis p = 0.009), con NAT: 14.5 s, ANE: 22.55,SL: 9.5s, ADH 11.53 5,
BUS: 2.5 s. El analisis post hoc mostro que los grupos condicionados fueron buscaron significativamente
mas que sus controles no condicionados (0 s para los tres grupos, ctNAT. cANE y cSL). Los grupos
condicionados también difiricron entre si sobre esta piel en el nimero de sujetos buscando para cada
grupo (NAT: 13, ANE: 15, SL: 12, ADH: 14, BUS: 11), en el nimero de bisquedas,en ¢l porcentaje de
blisqucda.;i iniciadas dentro del area del estimulo (87%, 76%, 66%, 66% y 46% respectivamente) y en el
porcentaje de bisqueda retativo al 4rea considerada como de estimulo (Kruskal-Wallis p = 0.0004) siendo
{a mediana de cada grupo NAT: 51%, ANE: 68%, SL: 19%, ADH: 53% y BUS: 0%:;) Todos ios grupos
buscaron significativamente mas que BUS dentro del area excepto SL.

Los grupos no condicionados presentaren ¢NAT : 3, cANE: 3, ¢SL: 3 sujetos buscando sobre la piel
con perfume y con cNAT: 0%, cANE: 0%, cSL: 0% de busquedas iniciadas dentro del area.

El analisis de la actividad general de los gazapos no permitié distinguir claramente entre los grupos
por lo que no se analizé con mayor detalle. La ingesta de leche y el peso al nacer no tuvieron ninguna
correlacion con el tiempo de bisqueda de los diferentes grupos. El tiempo de adhesian para los grupos
ANE, ADH y SL fueron significativamente diferentes entre si (ANOVA p = 0.006), con ANE y ADH'
‘presentando mayor tiempo de adhesion que SL pero no entre ellos. |

Los resultados del prescritc trabajo sugieren que ni la estimulacién provista durante el
amamantamiento natural, i.c. madre despierta, ambiente del nido, presencia de hermanos, ni la leche, ni ¢l
ejercicio de la conducta de busqueda y la presencia de la feromona en concentraciones naturales tienen un
papel principal como reforzadores para este aprendizaje olfativo, mientras que la estimulacidn introral

recibida por los gazapos al adherirse a los pezones parece fungir como el reforzador de mayor relevancia.



1. Introduccion

El presente trabajo trata sobre el olfato y la conducta en conejos neonatos, en particular sobre el
aprendizaje olfativo. Trata sobre la relacion entre la pcn:cpcic')ﬁ de estimulos y la asociacion de éstos a la
ejecucion de una conducta estereotipada. '

;Camo se adaptan los organismos a su medio? ;Cuales son las caracteristicas que de €l aprenden y
como las aprenden? Es sorprendente y evidente que todos los seres se ven sujetos a continuos cambios en
su ambiente de vida y que, para ajustarse a cllos y sobrevivir requieren no solo de una capacidad de
adaptacion fisioldgica sino también de cierta versatilidad conductual que les permita responder
adecuadamente, aprendiendo las relaciones de ios fendmenos que componen su habitat.

Un caricter conductual es tan parte del fenotipo como cualquier atro cardcter y, por lo tanto, esta
sujeto a la seleccion natural. De hecho [a conducta hace que los animales no solo sean un recipiente pasivo
de la seleccion sino que activamente respondan a ella, al determinar, hasta cierta medida, el ambiente que
los afecta. La conducta puede escudar otros caracteres de la seleccién o puede darle cierta direccion a la
" seleccion, como en e} caso de la seleccion de caracteres sexuales de los machos por las hembras vy,
trascendente a la especiacion, puede iniciar cambios en el nicho ecoldgico que ocupa una poblacidn
(Futuyma 1998).

El aprendizaje es la forma a través de la cual un organismo adquiere conocimiento a cerca de su
medio. La experiencia del medio que un organismo tiene puede, a través del aprendizaje, modificar su
respuesta conductual (Kupfermann 1991a), Es una larga y polémica discusidn si los animales nacen
sabiendo o tiene que aprender pero, como en casi todo, no se trata de una u otra opcién sino de ambas
(Hudson ¢t al 1998a). El conjunto de respuestas que un organismo presenta como resultado de su genotipo
se van modificando a través de su vida por la experiencia. Cada individuo tendrd una historia de vida
diferente y que requiera de él una modificacion mas o menos fina de los patmﬁcs conductuales posibles
con los que cuenta de forma innata,

La conducta de un individuo y su capacidad de aprender dependen del medio en ¢l cual se
encuentra y de la informacion que pueda obtener de él. La percepcion quimica, y en particular ¢l olfato, es
un medio a través del cual los organismos no solo obtienen informacién a cerca de su entorno abiético
sino también de sus conespecificos y de otras especies. Una forma de interaccion mediada principalmente
por ¢l olfato es la relacion madre-cria en el conejo europeo Oryctolagus cuniculus. Tomando esta
interaccion como muestra el presente trabajo pretende comenzar a esclarecer cudles son los estimuilos
relevantes que permiten a los gazapos responder a su madre, amamantarse efectivamente y aprender olores

asociados a ella,



En su inicio este trabajo pretendia evaluar Jos mecanismo fisiolégicos que subyacen al aprendizaje
olfativo de los gazapos neonates pero quedd claro desde un principio que, para estudiar la fisiclogia de
una conducta, primero debes conocerla con la mayer precision posible, dentro del contexto natural en la
que ¢l animai la presenta. Para entender como los gazapos reunen la informacion que posteriormente
resulta en el aprendizaje olfativo, es preciso saber cudl es la informacién que perciben y cudl es relevante
para el proceso,

A continuacién se presenta una breve introduccién sobre ei olfato y ¢l aprendizaje neonatal que

pretende enmarcar éste trabajo dentro del contexto bioldgico del cual emerge.

1.1 El olfato

Como humanos dependemos principalmente de nuestros sentidos mas desarrollados, la vista y el
oido. Sin embarge para muchos otros seres vivos la fuente primaria de informacion son las sefiales
quimicas. Desde los mohos deslizantes hasta los elefantes dependen de este tipo de sefiales para sobrevivir
(Agosta 1992). i

La percepeidn quimica es el medio de interaccién evolutivamente mads antiguo entre un organismo
y su ambiente. Las bacterias pueden responder eficientemente ante diferentes medios quimicos,
desplazindose hacia los nutrientes y evitando ambientes téxicos. Muchas plantas y hongos usan estas
sefiales para atraer a polinizadores y dispersores. Desde protozoarios hasta vertebrados los animales hacen
uso de sus sentidos quimicos para detectar alimento y 2 animales de otras especies, como pude ser un
depredador. Los semidoé quimicos también permiten a los organismos comﬁnicarse entre si mediante al
emisién y percepcion de sefiales, Uno de los usos més extendidos de las sefiaies quimicas &s la
comunicacion intraespecifica (Agosta 1992). Alrededor de 1930, Martin Lischer vy Peter Karlson
acufiaron el término feromona para este tipo de sefiales usadas entre especificos. Posteriormente
Beauchamp y sus colaboradores (1976) especificaron mis esta definicién. Una feromona es tal si cumple
las siguientes cinco caracteristicas: 1) es un estimulo quimico simple, 2) la respuesta que induce debe ser
estereotipada y tener una funcién clara para ¢! individuo que la ejerce, 3) esta respuesta solo puede ser
inducida por un solo estimulo (sclectividad quimica de la respuesta), 4) la respuesta debe ser especie
especifica {especificidad filogenética) y 5) la respuesta debe ser independiente al aprendizaje postnatal.

Las feromonas son empleadas de muchas maneras y a través de todos los Phyla. Permiten la unién
de gametos nadadores y la conjugacién en bacterias. También se emplean como sefiales de alarma, para
atraer a una pareja, para focalizar alimento, para indicar una camino & segnir, para generar la eclosion,
como sefales de agrupamiento, de cooperacidn, de engaiio, de cortejo y de ahuyentamiento. También se

usan para identificar a los individuos con quienes existe un parentesco {Agosta 1992).



El olfato aparece muy temprano en la evolucién de los vertebrados (Maciean1969). Para la
mayotia de los mamiferos, las sefiales quimicas, incluidas Jas feromonas, son una de las principales vias
de comunicacion (Alberts 1976). En particular en esta clase animal, la percepcion de sefiales quimicas se
lteva a cabo a través de los sentidos del gusto, el olfato y el nervio trigémino (Finger y Silver 1987)

En los mamiferos, a diferencia de otros sentidos como la vista y el oido, los 6rganos perceptuales
olfativos envian la mayor parte de sus aferentes directamente 2 la paleocorteza, mediante algunos relevos
sinapticos pero sin pasar a través del tilamo. Solo la informacién que pasa a través del mbérculo olfativo
llega al tilamo y de ahi a la corteza orbitofrontal donde se lleva a cabo la percepcidn conciente de los
olores. El resto de las aferentes olfativas ilegan directamente a la corteza piriforme, la amigdala, a la
corteza entorhina y al hipocampo. Por ello, el olfato esta intimamente ligado al sistema limbico en donde
se regulan mecanismos basicos del metabolismo y la homeostasis y que esta asociado con las respuestas
emotivas (Kupfermann 1991b).

Dentro de los mamiferos, la conducta de animales individuales y de poblaciones enteras se
encuentra fucncrﬁcmc modulada por eventos olfativos. El olfato juega un papel muy impo'rlame en las
respuastas sexusales, afectivas y de forrajeo ya que sc emplea para identificar parcjas, enemigos y comida.
A pesar de que en Homo sapiens esta funcién no parece tan desarroliada, varios estudios han demostrado
que los humanos son capaces de distinguir, por ejemplo, ei olor de sus parejas y de sus hijos (Hickman et
al 1996) y que los compuestos presentes en ¢l sudor, tanto de mujeres como de hombres, son suficientes
para generar la sincrenia de los ciclos menstruales de mujeres que, en grupo, son presentadas por un
tiempo razonable a estos estimulos (Me Clintock 1971, Stern y Mc Clintock 1998). El uso de perfumes y
fragancias atn desde la civilizacién egipcia resalta la importancia, quizas inconsciente, que este sentido
tiene para nosotros. Ademds, cabe resaltar que la historia de la higiene y la salud han estado siempre muy
relacionadas con ¢l olfato (Doty 1995).

{.1.2 En mamiferos neonatos

Siendo el olfato tan trascendentc para la supervivencia y perpetuacion de tantas especies, la
pregunta de como se origina y desarrolla ef sentido del olfato se vuclve relevante. La importancia de éste
sentido en relacion a la conducta es todavia mds evidente cuando se observan las condiciones a las que se
ven expuestos los mamiferos altriciales durante los primeros dias de vida. En general nacen con los ojos y
oidos cerrados y una capacidad motora limitada. Son totalmente dependientes de su madre, tanto en
términos de alimentacion como de cuidados. Tal es ¢l caso por ejemplo de las ratas, los hamsters {Alberts
1976) y los conejos {Hudson et al 1998a) aunque, para cstos ultimos, los cuidado matemos son muy

limitados.



Los mamiferos neonatos dependen en gran medida de su capacidad olfativa para responder a fa
madre, localizar los pezones, adherirse a ellos y mamar. Para ello presentan mecanismos neurales
redundantes que les permiten percibir y en dado caso aprender aiin cuando su sistema nervioso no esta dei
todo desarrollado o si los estimulos externos son muy degradados (Leon 1992). Esto implicaria que
aprenden pocas cosas pero de manera muy robusta, aunque algunas de estas respuestas especificas
tempranas se extingan con el tiempo y al maduracion (Alberts 1976, Kindermann et al 1994}. Ante el poco
desarrollo de otros sentidos, es posible que el olfato conforme el principal panorama de estos recién
nacidos.

Eliminar [a percepcion de estimulos olfativos de los neonatos irrigando la mucosa nasal con
sulfato de zinc impide a los gazapos {Schley 1977, Hudson y Distel 1986) y a las ratas nconatas (Alberts
1976) encontrar [os pezones y adherirse a ellos. Por su parte los bebés humanos son capaces de reconocer
y preferir el olor de sus madres cuando son presentados con olores de otras mujeres en estado lactante,
(Schaal 1988). Conforme los neonatos maduran y se desarrollan otros sentidos, la importancia del olfato
para sostener la relacion con la madre decrece. Sin embargo su importancia es critica durante los primeros
dias en los cuales los neonatos establecen sus relaciones filiales (Leon 1992) y en los cuales se determina
en gran medida su posterior supervivencia (Drurmmond et al 2000).

Ademas del papel que el olfato juega durante 1a etapa postnatal, también tienen efectos a largo
plazo sobr;: las respuestas olfativas del aduito. Las seflales oifativas presentes durante el desarrolle pueden
proveer informacion valiosa y relevante para la sincronizacién, el comienzo y la direccion de actividades
como 1a maduracion, el crecimiento y la socializacion. Por ejemplo, la presencia de orina o heces fecales
de individuos maduros del sexo opuesto puede atrasar o adelantar el crecimiento y maduracion de las ratas
(Vandenbergh 1969, Mc Clintock 1983). Lo que determina cudles son los estimulos olfativos a les que
responderdn los aduitos no es meramente un componente genético. La experiencia, y en particular la
experiencia temprana, juega un papel importante en la modulacion de estas respuestas. Estas conclusiones
se basan, entre otros, en trabajos en los cuales los gazapos desarrollan preferencia por alimentos ingeridos
por sus madres durante el embarazo y estas preferencias se mantienen atn en la vida adulta (Hudson y
Altbicker 1994, Altbicker et al 1995). Un estudio en humanos (Haller et al 1999), posible gracias a una
casualidad alimenticia, demostrd que también los adultos pfcﬁcrcn olores asociados a su alimentacion
temprana. Se ha observado que también para nuestra especie probablemente las experiencias olfativas
tempranas condicionan no solo las preferencias olfativas adultas sino también la capacidad misma de

percibir olores (Distel et al 1999, Hudson 1899).



1.2 Aprendizaje olfativo

Como ya se menciond, el aprendizaje es la modulacion del sistema nervioso a través de la
experiencia (Squire 1986). Esta modutacién normalmente pude observarse en las posteriores conductas de
un individuo al enfrentarse de nuevo al medio donde obtuvo esta experiencia. El aprendizaje, como parte
de la conducta, se pude observar directamente en el campo, come o hicieron en un principio los
fundadores de la etologia, Lorenz, von Frisch y Tinbergen (y lo siguen haciendo muchos etdlogos hoy),
hecho que permite observar aprendizajes relevantes para ios animales en su propio medio o se puede,
como parte del método cientifico, manipular la circunstancia de los animales para observar ciertas
caracteristicas felevamcs, ya sca para la respuesta del animal a su entorno o para conocer los mecanismos
mismos del aprendizaje, entre otros. El estudio clasico del aprendizaje a sido muy desamoliado en ¢l
campo de la psicologia y métodos de esta disciplina se han aplicado mucho en la biologia (por ejemplo:
Blass y Teicher 1980, Pedersen et al 1982, Johanson et al 1984, Hudson 1985, Sullivan y Hall 1988,
Wilson y Sullivan 1994, Brennan y Keverne 1997).

El aprendizaje generalmente consta de la identificacion de un estimulo, de la relacidn
entre estimulos o de 1a relacion entre estimulos y respuestas por parte de un individuo. La experiencia que
éste sujeto tendrd en un momento pude ser evaluada en un momento posterior a través de analizar los
cambios ¢n su conducta (Rescorla y Holland 1982). Cuando un animal aprende a identificar un estimulo o
a relacionarlo con otros estimulos para mis tarde responder a él, cualquier elemento presente duranie csa
asociacion que cambie la probabilidad de la posterior capacidad de respuesta del sujeto, se conoce como
reforzador (Dunham 1975). Los reforzadores pueden aumentar (recompensa) o disminuir (castigo) la
respuesta segin sean percibidos por el individuo que aprende.

El sistema olfativo, a diferencia de ofros sisternas precephiales, presenta un problema singular: el
mundo quimico ¢s altamente complejo & impredecible, a diferencia de, por ejempio, las longitudes de
onda captadas mediante Ia visién o el oido. Los olores comunes son mezclas de varios volatiles. Esto
presenta al sistema con el problema de mapear caracteristicas primarias de los estimulos olfativos. En este
contexto, el aprendizaje conficre al sisterna la flexibilidad necesaria para que el individuo obtenga de su
medio la informacién' mas mascendente para €1, robusteciendo [a respuesta a ciertos  estimulos .

ecoldgicamente reievantes (Hudson 1999).

1.2.1 Aprendizaje olfativo en conejos neonatos

Varios estudios demuestran aprendizaje olfativo en adultos, por ejemplo, de ovejas y ratones,
enmarcados en eventos de vida particularmente relevantes para la supervivencia como son ¢l apareamiento

o ¢l establecimiento de reiaciones madre-cria. Las ratonas aprenden a reconocer ta feromona de su pargja



y, ante la presencia de otros machos, pueden interrumpir su embarazo (revisado por Brennan y Keverne
1997). Las ovejas aprenden a reconocer el olor de sus hijos durante las primeras horas postparto (revisado
por Brennan y Keverne 1997)

Sabemos que los muchos mamiferos nonatos dependen en gran medida del olfato para sobrevivir,
Las ratas son capaces de aprender olores novedosos asociados con estimulos tactiles, inyecciones de leche
y hasta choques eléctricos leves (Wilson y Sullivan 1994). Los gazapos por su parte pueden aprender

"olores asociados al amamantamiento en un solo ensayo (Hudson 1985, Kindermann et al 1991, 1994,
Allingham et al 1999) asi como los humanos neonatos aprenden olores asociados a la succidn ¢ ingesta
(Schaal 1988, Leon 1992, Hailer et al 1999, Coyle et al 2000). Los corderos (Goursaud y Nowak 1999},
los hamsters (Devor y Scheider 1974), los venados (Milller-Schwarze y Milier-Schwarze 1971) y los
monos ardilla (Kaplan y Cubiciotti 1980) también son capaces de aprender olores durante los primero dias
postparto. Muchos de estos aprendizajes tienen una relevancia adaptativa al estar asociados a la madre y el
ambiente del nido ya que aprender estos olores les permite a las crias establecer con mayor eficiencia los
lazos filiales con ella (I.eon 1992), asi como responder de manera mdis adecuada ante el amamantamicnto
mismo como seriz localizando, adhiriéndose y sujetindose a los pezones con mayor rapidez o eficiencia
{Schley 1977, Hudson 1985).

El caso de los gazapos del conejo europeo es singular porque, a diferencia de los otros animales
citados, reciben un cuidado limitado por parte de sus madres (Hudson y Distel 1982). Sin embargo,
durante el dnico y breve amamantamiento diario, los gazapos pueden aprender un olor novedoso en tan
solo un ensayo de alrededor de 3 min. Experimentalmente este aprendizaje a olores novedosos se pude
evaluar con facilidad mediante la observacion de una conducta robusta y estereotipada facil de identificar
lamada conducta de bisqueda de pezon (Hudson 1985, Kindermann et al 1991, 1994, Hudson y Distel
1995, Allingham et al 1999). Ademds manipular a los gazapos entre cada evento de amamantamiento no
irrumpe la relacion madre-cria ni interfiere en su desarrollo normal (Hudson 1985, Hudson y Distel 1995).

Estas caracteristicas hacen del conejo europeo un modelo muy util para el estudio del aprendizaje
temprano. En particular, el hecho de que éste aprendizaje se lleve a cabo durante un periodo sensible
(Kindermann et al 1994} y que esté asociado a la madre, lo hace muy interesante en términos adaptativos
pues, come se explicod antes, para los mamifero altriciales la capacidad de responder con flexibilidad ante
el ambicnte postparto pude ser determinante para su supervivencia y para moldear sus posteriores

capacidades preceptiales y respuestas conductuales.



2. Antecedentes

2.1 Conducta materna! de la coneja

En los conejos el cuidado parental es solamente responsabilidad de la hembra. Los machos no
ai)onan mas que su informacién genética a los gazapos ya que no les proveen cutdados ni comida durante
Sl|l desarrollo (revisado en Hudson y Distel 1989). Segin Hudson y colaboradores (1998b) el ciclo de 1a
conducta matemal se divide en tres fases: 1) embarazo y parto, 2) lactancia y 3) destete. Para ¢l fin de este

trabajo, se describirdn dnicamente las primeras dos fases.

2.1.1 Embarazo y parto

La gestacion dura aproximadamente 31 dias. Alrededor de 3 a 2 dias antes del parto las madres en
condiciones naturales excavan una madriguera separada de la madriguera comun (en el laboratorio
preparan el nido en cajas especiales fabricadas con ese proposite), Entonces comienzan a colectar hierbas
y pastos secos y a arrancarse el pelo del pecho para fabricar el nido (Deutsch 1957, Ross et al 1963,
Hston y Distel 1982, 1989, Gonzalez-Mariscal et al 1994, Hudson et al 1997}. Este procese, asi como
todla la conducta maternal en general, tiene una regulacion hormonat muy precisa y ampliamente estudiada
corino se expresa en los trabajos de Hudson y Distel {1984,1990, 1995), Gonzilez-Manscal et al ( 19§4,
1996), Jilge (1991), Jilge y Hudson (2001) y Martinez-Gomez et al (en prensa) entre otros. El parto
generalmente sucede durante el dia (Hudson et at 1995} y es un evento muy ripido en el cual las hembras
pueden parir hasta 10 o mas crias en menos de 135 min (Hudson et al 1999). Conforme nacen, la coneja las
'va lamiéndo, limpiandolas de los fluidos uterinos y comiéndose las placentas.

Por su parte las crias al nacer se dirigen inmediatamente hacia los pezones de la madre,
expresando una conducta conocida como la conducta de bisqueda de pezon (Hudson y Distel 1983). No
todas las crias logran amamantarse en este primer momento ya que, una vez que ha terminado Ia labor de
parto, la coneja sale abruptamente del nido {0 de la caja nido en condiciones de laboratorio) y cierra la
madriguera, dejando a los gazapos solos hasta el dia siguiente (Deutsch 1957, Hudson y Distel 1982,
Brockhuizen y Mulder 1983, Jilge 1993, Hudson et al 1999). A partir de este moﬁento las madres
regresaran a sus madrigueras cada 24 h a amamantar a sus crias durante unicamente 3 min (en promedio;
DeutsImh 1957, Zarrow et al 1965, Lincoin 1974, Hudson y Distel 1982.) hasta'el dia del destete que suele
prcsclntarsc alrededor del dia 25 postparto si la madre ha quedado embarazada durante el caracteristico
estro Lpostparto y si no, esta fecha se recorre varios dias mas (Lincoln 1974, Hudson et al 1995, 1996,
19%7).



2.1.2 Amamantamiento

La conducta de amamantamiento ¢s como sigue: aproximadamente 24 h después del parto o del
 tiltimo amamantamiento, las conejas entran a la madriguera o caja nido y sc posicionan inmoviles sobre
los gazapos, sin brindarles ningtn tipo de asistencia ni acicalamiento. La rapida adhesién de los gazapos a
los pezones en segundos, desata un reflejo neuroenddcrine en la madre, comun a otros mamiferos, en el
cual la succion estimula la liberacion de oxitocina al flujo sanguineo y esta a su vez estimula la liberacion
dc. la leche (Summerlee et al 1986, Wakerley et al 1994). Después de alrededor de 3 min de amamantar a
sus crias, abruptamente salen del nido. En ese momento las crias se desprenden de los pezones para no ser
arrastradas por 12 madre {Hudson y Distel 1982, Gonzalez-Mariscal et al 1996, Hudson et al 1996).

I Durante la visita de amamantamiento los gazapos se adhieren a varias pezones diferentes,
ca}'nbiando de uno a otro y perdiendo asi cierta cantidad de tiempo de succidn y por lo tanto de ingesta de
leche. En promedio el tiempo neto de succidn por gazapo durante los 3 min que viene la madre es de solo
110 s (Drewert et al 1982, Hudson y Distel 1983). A pesar de la breve exposicion que tienen las crias a la
madre y por lo tanto a pesar de la reducida posibilidad de ingerir leche por dia, en los 25 dias promedio
que1 dura el periodo de amamantamiento (esto es un total de alrededor de 45 min de succidn), logran

aumentar hasta doce veces su peso (Hudson y Atlbicker 1994, Hudson et al 1996).

|

2.2 Estrategias de los gazapos

Como animales altriciales, los géxzapos nacen muy inmaduros: desnudos, con ojos y cidos extermos
cen?dos_ y una coordinacién motora muy pobre. Es hasta el séptimo u octavo dia que pueden responder a
estimulos auditivos y cambios de luz y es solo hasta los dias 13 al 18 que pueden regular su temperatura
corporal y mejorar notablemente su coordinacién motora (reportado en Hudson y Distel 1982). Entonces,
Cdmo es que logran localizar los pezones con tal rapidez y beber hasta un 25% de su peso por sesion de
amaslnamamiemo (Lincoin 1974, Hudson et al 1996)7 ;Cémo logran transitar hacia la independencia
aljmémicia' con tan escasa atencion materna? Existen al menos tres mecanismos que les permiten hacerio:
en primera instancia, y al que incumbe dircctamente esta tesis, es el aprendizaje de olores asociados a la
madre. Otros dos mecanismos que s mencionaran primero son: la sincronia circddica que establecen los
gazapos con la madre y la expresion de una conducta innata de busqueda de pezon desatada en los

gazapos por ¢l contacto con una feromona materna.
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l 2.2.1 Anticipacion circidica del amamantamiento

1i Uno de los mecanismos que usan los gazapos para poder responder adecuadamente a la conducta

||= amamantamiento de las conejas es establecer una sincronia circadica con ellas. Se ha demostrado que
los gazapos anticipan ¢! amribo de su madre al nide ya que este es diarie y muy regular (Hudson y Distel
I‘_?SZ, 1989, Jilge 1993, Allingham ct al 1998, Jilge y Hudson 2001). Durante el tiempo que permanecen
solas, normalmente las crias se sumergen en el material de! nido y permanecen todas juntas y guietas. Sin
embargo, entre una y dos horas antes del amamantamiento hay una elevacién en su temperatura corporal y
se, descubren, saliéndose del material del nido hacia la superficie. Su actividad general aumenta y
rcépondcn activamente con vocalizaciones y hasta brincos a la cercania de estimulos tactiles como puede
ser la mano de un experimentador (Hudson y Distel 1982, Escobar et ai 2000, filge y Hudson 2001).
Cuando la madre llega al nido los gazapos se encuentran listos para buscar los pezones y adherirse a ellos.
Tras terminar de mamar, todos orinan simultineamente y vigorosamente se sumergen de nucvo en el
matcnal del nido, proceso que les toma entre 10 y 15 min y que les permite secarse y rcagruparse quietos
hasta el dia siguiente. Este patron de activacion es consecuencia de un ciclo circadico cndogcno y no de
una activacién por falta de alimento (Hudson y Distel 1982,1989, Jilge 1993, Allingham et al 1998,
Es:}obar et al 2000, Jilge y Hudson 2001).

Esta conducta anticipadora y el emerger a la superficie antes de la llegada de la madre es’
trascendental para la sobrevivencia de los gazapos. Cubrirlos experimentaimente con el material del nido
justo antes del amamantamiento provoca gue tengan muchas dificultades parﬁ encontrar y adherirse a los
pezones y también irrumpe la conducta de amamantamiento normatl de Jas conejas, hechos que resultan en
reducidas ingestas de leche y hastz en la muerte por inanicion (Hudson y Distel 1982, Coureaud et al
2000)

\ 2.2.2 Conducta de bisqueda de pezon

Un segundo mecanismo evolutivo que ha permitido a los conejos desarrollar este tipo de conducta
matema es la notoria capacidad que tienen los gazapos para localizar los pezones y adherirse a ellos en un
tiempo muy corte (Hudson y Distel 1983, Hudson et al 1996). Cuando la madre entra al nido los gazapos
répi&amcntc expresan una conducta motora muy estereotipada, la conducta de busqueda de pezén
(Hudlson y Distel 1983, Distel y Hudson 1984, Hudson 1985), que consiste en alzar sus cabezas contra el
vientre de la madre y desplazar su hocico en zig-zag sobre la superficie ventral, haciendo un movimiento
incisilvo como el de una aguja en una maquina de coser, hasta que encuentran un pezon. Lo que
desencadena con tal rapidez y efectividad la conducta de busqueda de pezdn en los gazapos es una

feromona materna que los gazapos detectan a través del bulbo olfativo principal (Distel y Hudson 1985,



Hudson y Distel 1986,1995). El hecho de que la sustancia que desata en los gazapos la conducta de
busqueda de pezén sea una verdadera feromona se desprende de una serie de trabajos que brevemente se
revisaran a continuacién. '

Se ha observado que los gazapos presentan esta conducta de biisqueda de pezén siempre que se
les coloca sobre conejas que hayan aicanzado la madurez sexual, inclusive si estas son de otra raza
(Hudson, comunicacion personal) pero la respuesta es alin mas notoria cuando las conejas se encuentran
embarazadas o lactanndo (Hudson y Distel 1984,1990). Sin embargo, esta conducta no se presenta si los
ga.!?apos son expuestos a hembras ovariectomizadas o a otras especics como gatos, ratas, congjillos de
indias o inclusive liebres durante el periodo de lactancia (Miller 1978, Hudson y Distel 1984, 1990,
Ht}dson 1985). Esto implica que ¢! estimulo materno que desencadena la conducta de bisqueda en los
gazapos es especie especifica y su produccidn esta relacionada con ¢l estado hormonal de las hembras.

Hudson y Distel (1983) y Hudson (1985) observaron que eran él o los estimulos olfativos
provenientes del vientre de las hembras la sefial esencial no solo para iniciar en los gazapos la conducta de
bﬂsf;ueda de pezdn sino también para que éstos pudicran sostenerla durante su encuentro’ con una hembra
lactante, Ademas, Schley (1981) por su parte habia observado que estas claves olfativas también debian
csla!r presentes para que los gazapos pudieran adherirse a los pezenes, No afectaba significativamente a la
conducta de bisqueda si se rasuraba el vienwre de las madres o se creaba un gradiente negativo de
tcm]pcratura al enfriar los pezones. Sin embargo, si se cubria el vientre de la madre con cinta adhesiva,
dejﬁhdo descubicrtos tnicamente los pezones, los gazapos no presentaban la conducta de busqueda y solo
se adherian a los pezones cuando se encontraban justo encima de ellos (Hudson y Distel 1983). De esto se
concluyé que la o las claves olfativas que desencadenaban y mantenian la conducta de BﬁSqucda de pezén
eran mis fuertes conforme estaban mas cerca de los pezones y por lo tanto servian como guia hacia ellos.
Pare\'I determinar que en efecto se trataba de estimulos olfativos se hicicron estudios para demostrar que los
gazapos son inc:{paccs de adherirse a los pezones si se les provoca anosmia mediante 1a ablacién de los
bulbos olfativos (Distel y Hudson 1985) o mediante la irrigacién de la mucosa nasal con sulfato de zinc
(Hudson y Distel 1986).

A% través de estos estudios se concluyd que, al generar una respuesta confiable y estereotipada
y ser’l especie especifica, la sefial olfativa que desencadena la conducta de bisqueda de pezodn es
una ;f'eromona segin la definicién de Beauchamp et al (1976) y segin Hudson et al (1998a).
Segun esta definicién {a reaccion de la mayoria de los mamiferos a las feromonas depende en
parte| de la experiencia que hayan tenido con ellas. Es interesante notar que los gazapos

reaccionan a la feromona matemna con Ia conducta de bisqueda de pezon no solo inmediatamente

después del parto como se describié en un parrafo anterior sino que también se comportan



normalmente ante una madre lactante cuando son extraidos por cesérea un dia previo al dia del
pa'u‘to {Hudson 1985) e inclusive cuando son expuestos por primera vez a una madre habiendo
si!do criados a mano durante los primeros cinco dias de vida (Schiey 1976, 1981). Es posible que
la respuesta conductual de los gazapos sea consecuencia de la exposicion al ambiente uterino y
por tanto sea un aprendizaje prenatal. También es cierto que, aunque los gazapos neonatos no
tit:enen que aprender a reconocer la feromena, su respuesta a ella si mejora con el tiempo y Ja
experiencia a lo largo de los primeros dias de vida (Miiller 1978, Distel y Hudson 1984). Ya que
es! a través de esta sefial olfativa que los gazapos pueden efectivamente reconocer a la madre y
al:imentarse, de ella depende su vida. De hecho, la dependencia que ticnen los gazapos a la
fe‘_romona explica el por qué es tan dificil criar conejos a mano (Appel et al 1971, Schley 1976) v
el|por qué los gazapos son totalmente incapaces de succionar un pezon si se les produce anosmia
qt‘lirﬁrgicameme (Schley 1977, 1981, Distel y Hudson 1985, Hudson y Distel 1986).

La respuesta de los gazapos a la feromona es innata en el sentido de que no tienen que
aprenderla tras el parto. Sin embargo, los conejos neonatos son capaces de aprender a reconocer
ol{:)res asociados el evento de amamantamiento muy rapidamente v luego responder a ellos como

N .
si se tratara de la feromona misma.
[}
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2.3 Aprendizaje olfativo en los gazapos

Si antes de] amamantamiento ¢l vientre de la madre ¢s perfumado con un olor novedoso como

pu::de ser ¢l perfurne Chanel No. 5, los gazapos entre 1 y 5 dias de nacidos, aprenden a responder al
perfume como si fuera la feromona (después de una sola exposicién), expresando Ia conducta de busqueda
de|pezén sobre hembras ovariectomizadas, gatas (Hudson 1985) e inclusive una piel curtida de conejo
perfumada (Kindermann et al 1991, 1994).

Este proceso de aprendizaje puede describirse como un condicionamiento clasico en el cual se
apﬁrea en un mismo momento un estimulo incondicionado (feromona) que genera una respuesta
esllcreotipada y confiable en el organismo (conducta de blsqueda de pezén) con otro estimulo, el estimulo
condicionante (olor novedoso) que es un estimulo neutro (Rescorla y Holland 1982; Fig. 1). Después de
este apareamiento el sujeto responde al estimulo condicionante como lo hiciera con anterioridad al
cstlimulo incondicionado como se esquernatiza en la Figura 1.

Los gazapos pueden ser condicionados a diferentes olores como son un perfurne cometrcial, aceite

de ‘alcanfor disuelto en alcohol, aroma de citral sin alcohol o jugo de ajo (Hudson 1985, Hudson y Distel

|
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1?86, 1987, Allingham et al 1999). Tras una sola exposicion a este clor durante el evento de
az‘pamantamicnto, 24 h después del mismo presentan la conducta de busqueda de pezdn. De hecho, aun
después de varios dias de haber sido condicionados y sin més exposiciones ni al olor ni a la madre (criados
a mano tras un solo amamantamiento con el olor), los gazapos siguen respondiendo a éste con la conducta
d? biisqueda (Ivanitskii 1958, Hudson 1985). Esto demuestra que ¢! aprendizaje es muy robusto y que
inlclusive suspender ¢l proceso de amamantamiento no lo irmumpe. Pero cabe mencionar que este tipo de
aprendizaje, como muchos otros aprendizajes neonatales, esta acotado a un periodo sensible (Hudson
1993b, Brennan y Keverne 1997, Hudson et al 1998a) que abarca desde el dia del nacimiento hasta

ap[roximadamcmc et dia 5 postparto (Kindermann et al 1994},

[ EC =olor novedoso }———{RC = conducta de bisqueda de pezon _|
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Fig. 1 Condicionamiento clasico a olores durante el amamantamiento en gazapos neonatos. En un primer
mol.mento, antes del condicionamiento, la feromona desata en los gazapos la conducta de bisqueda de
pezon cada vez que se enfrentan a ella y el olor novedoso no gencra ningtin tipo de respuesta. En un
scg}.mdo momento, durante e condicionamiento, se expone a los gazapos simultaneamente a la feromona
y al olor novedoso mientras se lleva a cabo el amamantamiento. En un tercer momente (prucba de
cvolcacién), los gazapos son presentados tnicamente con el olor novedoso y responden a él como a la
feromona, con la conducta de basqueda de pezdn. (EI = estimule incondicionado, Rl = respuesta

incondicionada, EC = estimulo condicionante, RC = respuesta condicionada)

2.3.1 Estimulos relevantes parz <l aprendizaje de olores asociados al amamantamiento

| El condicionamiento clasico pucde entenderse, mis que como la transferencia del control de un

reﬂéjo de un estimulo a otro {EI 2 EC), una manera en que los organismos aprenden las relaciones
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causales de su medio (Rescorla y Holland 1982). Esta definicion nos permite pensar en el
condicionamiento de los gazapos como un medio a través del cual éstos animales aprenden a responder
mas adecuadamente a un entorno que cambia y que presenta ciertas caracteristicas y no sele como la
transmision del “mando” que tiene un estimulo sobre cierta una conducta a otro estimulo diferente.

Definimos a la feromona como el estimulo incondicionado. En multiples trabajos ¢! estimulo
incondicionado es suficiente por si mismo para que se establezca el condicionamiento, esto es, es el
reforzador de! aprendizaje (por ejemplo: Johanson y Hall 1982, Pedersen et al 1982, Sullivan y Hall 1988,
McLean et al 1993). Pero si para condicionar a los gazapos apareamos la feromona sola con el olor
novedoso, sin todos los estimulos que acompaftan al amamantamicnto, esto no parece generar una relacion
causal feromona-olor y no hay aprendizaje (Hudson comunicacién personal, observacion personal). Esto
nos dice que hay otros estimulos presentes que permiten que el aprendizaje se consolide a nivel del
sistemna nervioso de los gazapos. De hecho esto no es sorprendente en términos de que se trata de un
evento de vida que naturalmente alberga gran complejidad y en el que coexiste una mezcla de estimulos
sensomotores que afectan a los gazapos. '

Entonces, a pesar de que ios gazapos ‘en efecto pueden ser condicionados a un olor novedoso,
todavia no se sabe cuales son las caracteristicas del evento de amamantamiento que permiten esta
asociacién olor novedoso-amamantamiento. No se sabe cudles son los estimulos presentes,
particularmente aguellos provistos por la madre a los gazapos (ademis de la posible panticipacion de la
feromona), que fungen como reforzadores para el aprendizaje.

Se ha observado que el olor artificial en si no es suficiente para estimular 1a conducta de bisqueda
y por lo tanto se puede descartar como reforzador (Hudson 1985). Tampoco participan como reforzadores,
inclusive ni siquiera como guias hacia los pezones, el liqguido amnidtico de fa madre ni su saliva, ni la
saliva de los hermanos (Hudson 1985). ‘ .

Como podria inferirse con base en la finalidad claramente alimenticia del amamantamiento, en
algunos estudios en ratas, la leche parece ser necesaria o al menos suficiente para reforzar el aprendizaje
(Johanson y Hall 1979, Johanson et at 1984, Sullivan y Hall 1988) pero, segln observaciones de Hudson
(1993a), l1a leche no parece jugar un papel importante para ¢l aprendizaje de los gazapos a olores
asociados con la respuesta de bisqueda de pezdn en particular. Diferentes ejemplos de aprendizaje
logrados con amamantamientos sin leche como reforzador también estan reportados para corderos (prucha
de preferencia, por Goursaud y Nowak 199%) y para ratas (conducta de aproximacién, por Amsel et al
1976, prucba de discriminacion lateral por Kenny y Blass 1977 y prueba de preferencia ante un olor
novedoso, por Brake 1981}.

Se ha observado que, por su parte, estimulos somatosensoriales como la estimulacion tactil (

Pedersen et al 1982, Sullivan y Hall 1988, McLean et al 1993), el calor (Pedersen et al 1982) ¢ inclusive



choques eléctricas leves (Camp y Rudy 1988) suelen jugar un papel importante para ¢l aprendizaje
olfativo en las ratas neonatas. Parece ser que lo que caracteriza a todos estos estimulos es que generan una
activacion conductual en los animales al momento del condicionamiento (Wilson y Sullivan 1994). Esta
activacion conductual desencadenada por ciertos estimulos tiene como resultado un incremento en la
manifestacion de la conducta aprendida y, segin Dunham (1975), esa es precisamente la definicion de un
estimulo reforzador. Se a reportado también que en ratas, gatos y conejos neonatos fa mera ausencia de
percepcién sensorial perioral impide ain la adhesion a los pezones (Hofer et al 1981, Larson y Stein 1984,
Distel y Hudsen !985), hecho que apunta hacia la relevancia que pudierz tener la estimulacion
somatosensorial de esta zona tan importante y tan altamente inervada en los mamiferos (Woalsey 1967,
Van der Loos y Woelsey 1973, Woolsey y Wann, 1976).

En resumen, a pesar de los miiitiples trabajos antes citados, alin se sabe poco sobre los estimulos
relevantes para el aprendizaje olfativo de los gazapos durante ¢l amamantamiento. Conocer cuales son
estos estimulos permitiria la posterior investigacion de como y con que hemramientas sensomotoras los
gazapos, como modelos de un mamifero neonato. se enfrentan a su medio durante el crucial momento de
amamantamiente. También pan'a posible el dilucidar cudles son las ruas o mecanismos neurales que

1
acontecen durante un aprendizaje asociativo de esta indole.

2.4 Ventajas y faltantes del paradigma experimental
2.4.1 Ventajas

El paradigma desarroitado por Hudson y colaboradores usando el modelo del conejo tiene varias
caracteristicas que lo hacen muy conveniente para el estudio de los procesos tempranos en el desarrollo y
en particular sobre el aprendizaje: o

s El aprendizaje olfativo de los gazapos es robusto y muy facil de identificar.

e Como los animales no requieren del cuidado materno son ficilmente manipulables sin que se
_interrumpa la relacién madre-ctia.

» El aprendizaje de un solo evento en los conejos permite examinar sus componentes temporales:
adquisicién, consolidacion y evocacién, facilitando la identificacion de los procesos neurales que los
subyacen.

* Permite acceder al aprendizaje a edades muy tempranas, evaluar el desarrolle y las
particularidades de! sistema nervioso neonato.

* Los gazapos son muy resistentes a la intervencion quinirgica y por lo tanio ofrecen un buen

modelo para estudios neuroetolégicos en un mamifero en desarrollo.



Sin embargo, como todo paradigma experimental, este modelo presenta una serie de faltantes que
impiden el aprovechar en mayor medida un modelo verdaderamente singular para el estudio del

aprendizaje neonatal, las relaciones madre-cria y en general ¢l desarrolio temprano.

2.4.2 Faltantes

¢ En los estudios realizados hasta ahora, falta una descripcion de la conducta de los gazapos durante el
condicionamiento. Esto se debe a que el paradigma no permite controlar este evento y puede que esto
sea una de las principales causas de Ia variabilidad notoria que se presenta entre los sujetos.
¢ Se requiere un mayor control de los gazapos durante el condicionamiento particularmente con el fin
de controlar y estandarizar este procedimiento y para poder manipular los estimujos que eventualmente
resulten ser los reforzadores de este aprendizaje. ‘
= Serequiere también de un analisis y descripcion mas precisos de la conducta de los gazapos durante
la prueba de evocacion ya que esto permitiria elaborar una medida de evaluacion que pueda diferenciar
entre los distintos efectos de intervenciones quinirgicas, farmacoidgicas o conductuales sobre los
g2azapos.

Como resultado de muiitiples trabajos realizados hasta ahora sobre aprendizaje neonatal en
mamiferos y en particular en ¢l modelo del aprendizaje olfativo en el conejo, surgen varias dudas que aiin
guedan' por resclver. Algdnas de ellas motivadas por aguellos estudios y ¢l presente trabajo de
investigacion son:

1. ;Como afecta el desarrollo, en términos de la edad y el crecimicento de los gazapos, al aprendizaje
olfativo?

2. ;Qué condiciones internas (neurotransmisores, motivacion} modulan ¢l aprendizaje olfativo de los
gazapos?

3. ;Cuiles son las estructuras y los mecanismos cercbrales a través de los cuales se ileva a cabo este

aprendizaje y la conducta que lo expresa?
Y. de particular selevancia para este estudio,

4. (Cuiles son los estimulos maternos necesarios para o que contribuyen a este aprendizaje en

particular y de que manera participan en é1?



3. Hipébtesis

1.1 Hipdtesis general

Los diferentes estimulos provistos por 1a madre durante el amamantamiento contribuyen de manera
aditiva al aprendizaje olfativo de los gazapos. '

Durante ¢l condicionamiento, conforme se retiren los diferentes estimulos matemnos presentes se
observara un decremento en el aprendizaje de los gazapos, expresado en una dismirucion de o un cambio
en la gjecucion de la conducta de biisqueda de pezon que los anirnales llevan a cabo al ser presentados

tiempo despueés con el olor al que han sido condicionados durante el amamantamiento.

3.2 Predicciones

i, Si la madre despierta tiene un papel basicamente pasivo durante el amamantamiento, los gazapos
podrin aprender un nuevo olot asociado al evento de amamantamiento sobre una madre anestesiada y
que les provea de leche, de la misma manera en que lo hacen durante un amamantamiento normal en
el nido.

i. Scbre una madre anestesiada, los diferentes estimulos presentes como la leche, la estimulacién
intraoral, la feromona y la estimulacién tactil generada por el ejercicio de la conducta de bisqueda
participaran de manera conjunta durante el condicionamiento pere diferirdn en su capacidad de

reforzar el aprendizaje:

a) Si la leche no tiene una participacion principal como reforzader durante el condicionamiento de
los gazapos, eliminarla tendra como resultade un decremento en el aprendizzje de los gazapos

peto éste no serd significativo.

b) Sin leche, si la estimulacién tictil generada por al conducta de bisqueda no tiene un papel
principal como reforzador, eliminar adicionalmente la bisqueda pero permitir la adhesion a los

pezones resultard en un decremento adicional en el aprendizaje pero este no sera significativo,

¢) Sin leche, si la estimulacion intraoral puede ejercer un efecto reforzador predominante durante el
aprendizaje, eliminar adicionalmente |z adhesion y la succién de los pezones pero permitir el

gjercicio de la conducta de busqueda reducira significativamente el aprendizaje.
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4. Objetivos

'
4.1 Objetivo general

Identificar cudles son los estimulos maternos re%evanles para el aprendizaje olfativo de los conejos

neonatos durante el amamantamiento, esio es, cuil o cuiles de los multiples estimulos sensoriales a los

I . . . -
que se ven sujetos los gazapos durante este evento {(durante el condicionarniento), participan como
reforzadores de este aprendizaje, permitiéndole a los gazapos asociar el olor novedoso con el evento de

amamantamiento y posteriormente responder a este olor como si fuera la madre lactante.

[}
4.2 Objetivos particulares
Repetir los experimentos de condicionamiento olfativo en el nido levados a cabo por Hudson y

cclaboradores para establecer una base comparativa con estos estudios previos.

Desarrollar un paradigma experimental que permita observar, controlar y manipular et evento de

i condicionamiento.

iii. Una vez establecido este nuevo paradigma de condicionamiento, generar nueves métodos de
analisis de 1a conducta durante la prueba de evocacian con el fin de elaborar medidas mas precisas que

sean sensibles ain a respuestas gradadas en el aprendizaje.

Emplear este nuevo paradigma y su andlisis para evaluar la participacion de diferentes estimulos
sensomotores presentes durante e} evento de condicionamiento como reforzadores del aprendizaje: a)
1a conducta de la madre y otras propiedades del nido, inclusive la presencia de tos hermanos, b} la

' ingestion de leche, c) la aprehension y succion de los pezones y d) la conducta de bilsqueda y la

feromona materna.



5. Metodologia

5. Animales

Se trabajé con un total de 128 gazapos entre 0 y 3 dias de nacidos y 35 conejas de la raza
chinchilla {(Rabbit Farm, Edo. Mex, México). Todos los animales eran criados y mantenidos en el bioterio
del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UN.A.M. a una temperatura promedio de 20°C. Con la
finalidad de maniener a las hembras en estro durante todo ¢l afio (Hudson y Distel 1990), se establecio un
ciclo de luz-oscuridad de 18:6 h (la luz se encendia a as 06:00 h). Los animales tenian acceso ad libitum
al agua vy alimento en croquetas (Harlan Teklad, Hi-Fiber Rabbit Diet, E.U.A.). Las conejas gestantes eran
colocadas en jaulas maternales de acero inoxidable de 120 x 60 x 40 (altura) cm y provistas con una caja
nido de PVC de 8 mm con medidas internas de 35 x 27 x 30 (altura) cm, cuyo suelo era cubierto de viruta
(Harlan Teklad, Laboratory Grade Aspen Bedding) para que pudieran formar el nido, tres dias antes del
parto. La caja nide era opaca y estaba completamente cerrada salvo por un orificio circular de 14 cm de

didmetro en uno de sus lados. Otro de sus lados era deslizable, de tal forma que pudiese abrirse y limpiarse

adecuadamente después de removidos los gazapos o para la manipulacién de los mismos dentro del nido
(Fig. 2).

Fig. 2 Coneja en su jaula maternal, parada a lado de una caja nido.



5.2 Disefio experimental

Para formar los grupos experimentales se sincronizaban los partos de dos a tres madres para un
mismo dia. Las madres emplecadas en los experimentos fueron aquellas que acababan de parir, con algunas
excepciones en las cuales, por problemas metodoiégicos, s¢ emplearon madres con una semana de haber
parido. El dia del parto se establecid como dia ¢ y a partir de este se contabilizaron los dias siguientes
como dia 1, 2 y 3 postparto. Tras el parto, los gazapos eran removidos del nido, pesados y marcados para
su posterior identificacion con plumones indetebles de diferentes colores en las orejas. Debido a que los
gazapos son dificiles de sexar de forma confiable a esta edad y dado que, en promedio. nacen un nimero
equivalente de hembras y machos (Drummond et al 2000), el sexo de los sujetos no se consider¢ para este
paradigma expetimental.

Las camadas se redujeron a los seis gazapos més grandes para disminuir la varianza en ¢l peso de
los sujetos y asegurar su supervivencia hasta el fin de los experimentos. Los gazapos de diferentes
camadas nacidos en un mismo dia eran mezclados entre si aleatoriamente para formar grupos de seis. La
aleatorizacidn se llevé a cabo para controlar por las posibles variaciones genéticas entre camadas y la
variacion entre las hembras lactantes, tanto en conducta maternal como en la cantidad de feromona y la
cantidad y calidad de la leche.

Entre cada amamantamiento y/o sesion experimental los gazapos eran mantenidos en el
laboratorio a lcmperaiura ambiente, en cajas de cartén de 20 x 15 x 14 (altura) cm, tapadas con {ranela. En
todo momento los animales en comtacto con el perfume utilizado como estimulo condicionante
permanecieron separados de aquellos sujetos que conformaban los grupos controles (no condicionados) y
que no habian estado en contacto con ¢l perfume, salvo durante la prueba de evocacidn.

Para evaluar el consumo de leche ingerida por sujeto en cada sesidn cotidiana de
amamantamiento, a partir del dia 1 postparto los gazapos eran pesados antes y después de ser expuestos a
la madre lactante. Los gazapos normalmente orinan durante o inmediatamente después de comner (Hudson
y Distel 1982). Para controlar la variacion debida a la pérdida de peso por esta miccion, los gazapos eran
miccionados manualmente antes de ser pesados y alimentados. La miccion se estimulaba mediante la
frotacion de la zona urogenital con agua helada y una leve presion de la vejiga. El peso se evaluaba por
medio de una balanza digital (Chaus TS600S).

Todos los experimentos se desarrollaron alrededor de un paradigma de condicionamiento clésico
segun se describe por Hudson (1985). En total se generaron cinco experimentos diferentes, Los primeros
tres de estos estuvieron constituidos per un grupo contrel (no condicionado) y un grupo experimental
(condicionado). Los otros dos constaron solo de sujetos condicionados. Cada grupo (control o
condicionado) se completé a un total de 16 sujetos provenientes de al menos cinco camadas diferentes. El

condicionamiento constaba en exponer a los gazapos, en un solo evento de amamantamiento, a un



estimulo olfative (perfume Chanel No. 5), aplicado previamente sobre el vientre de la madre. El
aprendizaje de este estimulo olfativo se evaiuaba mediante una pruecba conductual de evocacién 24 h
después del condicionamiento en la cual se exponia a los animales al perfume (estimulo condicionante) en
ausencia de la madre como se explicard con mds detalle posteriormente.

Se eligié al perfume Chanel No. 5 como estimulo condicionante ya que es un estimulo complejo
util para este modelo (Hudson 1985, Hudson y Distel 1986, 1987, Kindermann et al 1991, 1994) y con el
fin de que los resultados de éste estudio fuesen comparables con todos los que sobre esta linea se

elaboraron previamente,

Se elaboraron cinco experimentos en los cuales se evalué:

1) El aprendizaje de un estimulo olfativo durante el amamantamiento narural. Elaborado como
base para todo ¢l desarroilo del estudio y para correborar que era posible reproducir en nuestro laboratorio
los resultados reportados previamente (Hudson 1985, Hudson y Distel 1986, 1987, Kindermann et al
1991, 1994, Allingham ét al 1999).. '

2) La posibilidad de llevar a cabo este evento de aprendizaje sobre una madre anestesiada,
controlando, observando y manipulando el proceso de condicionamiento. Llevado a cabo en condiciones
controladas con Ja intencién de poder manipular el aprendizaje al controlar los estimulos presentes {como
nimero de veces que el sujeto tenia acceso a los pezones vy el tiempo que podia permanecer adhertdo a
ellos), reduciendo cualquier factor presente en el nido que no se pudiera observar ni controlar en la téenica
de condicionamiento establecida previamente por Hudson y sus colaboradores. Especificamente como un
primer paso en la identificacion de los estimulos que refuerzan el aprendizaje, este experimento pretendid
eliminar todos los estimulos provenientes de ia madre despierta, de los hermanos de la misma camada y

del material del nido.

3) El papel de la leche como un estimulo reforzante durante el aprendizaje. Elaborado como un
segundo paso en la identificacion de los estimulos que fungen como reforzadores durante el aprendizaje.
También se pretendié corroborar la utilidad del condicionamiento controlado elaborade en el experimento
anterior para desarrollar estudios de este tipo, que en si conforman la base para, empleando este mismo

modelo, el estudio de los mecanismos fisiologicos que subyacen al aprendizaje olfativo,

4) El papel de la estimulacion intraoral como estimulo reforzante durante el aprendizaje.
Siguiendo la misma linea, se pretendié evaluar el efecto que tiene la estimulacion intracral que reciben los

gazapos al adherirse a los pezones durante el condicionamiento, sobre el aprendizaje.

20



5) El papel de la conducta de busqueda y la presencia de la feromona como estimulos reforzantes
durante el aprendizaje. Se pretendi6 evaluar el efecto que ticne el ejercicio active de la conducta de
busqueda sobre la madre durante el condicionamiento en el aprendizaje olfativo y simultaneamente

evaluar si la presencia de la feromona puede por si sola producir que e} aprendizaje se dé.

Todos los experimentos se efectuaron bajo el siguiente esquema:

Dia 0: Nacimiento. Los gazapos eran removidos del nido al nacer, pesados, marcades y
mezclados en grupos de seis sujetos como se explica con anterioridad. Una vez pesados y marcados se les

mantenia en el laboratorio hasta el dia siguiente.

Dia I Establecimiento de horarios. Los gazapos se llevaban a amamantar entre las 10:00 y 12:00
h. El horario establecido en este dia era el mismo en el que se trabajaba todos los dias experimentales

subsecuentes.

Dia 2: Condicionamiento. Los animales que formaban los grupoes condicionados eran expuestos al
estimulo olfativo Chanel No. 5 aplicado sobre el vientre de una madre (ver seccién 5.2.1). Los grupos
controles eran expuestos a las madres de la misma manera que los condicionados pero sin ei perfume.
Siempre que fue posible ambos grupos, controles y condicionados, cran expuestos a la misma coneja,

exponiendo a los animales controles a la madre antes de aplicatle ¢l perfume.

Dia 3. Prueba de evocacion. Veinticuatro h después del condicionamiento los gazapos eran
expuestos de nuevo al estimulo condicionante pero en ausencia de la madre y se evaluaba, mediante la
observacion v cuantificacion de su conducta, si los animales eran capaces de reconocer el estimulo y
reaccionar ante €l como ante la madre, esto es, si los gazapos habian aprendido a asociar el olor del

perfume con el evento de amamantamiento.

Terminados los experimentos, los animales eran colocados con sus madres en las cajas nido y

criados normalmente.
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1. Antes del condicionamiento (Dia 1):

[Madre con feromona |———{  conducta de bisqueda de pezén |

| perfume Chanel i—'| no genera respuesta de bisqueda en los gazapos I

2. Durante ¢i condicionamiento (Dia 2):
_,"'—--’ _--‘-"""-.
Sujetos controles: ¢ IMadre con feromona + sin olor )
.\.\ ’-’.,
Sujetos condicionados: e =
. {"[Madre con feromona + [ perfume Chanel |
T —

3, Prueba de evocacion (Dia 3)
Respuestas esperadas:
Piel SIN perfume  Piel CON perfume

Sujetos Actividad basal | Actividad basal
- controles
Sujetos Actividad basal Conducta de

condicionados biisqueda de pezon

Fig. 3 Esquematizacion del disefio experimental.
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5.2.1 Condicionamiento

Para Ilevar a cabo el condicionamiento, las conejas eran perfumadas con el estimulo
condicicnante, Chanel No. 5. El perfume se aplicaba sobre el vientre con un isopo de algoddn, formando
un gradiente descendiente comenzando alrededor de los pezones y disminuyendo hacia el resto del
abdomen. Los pezones en si se dejaban sin perfumar para evitar que el sabor del perfume alterara la
adhesion de los gazapos a ellos. Los gazapos fueron presentados con el perfume aplicado sobre el vientre
de las madres en cinco diferentes condiciones que conformaron los diferentes experimentos descritos a
continuacién. Tras el condicionamiento los gazapos eran retirados y mantenidos en laboratorio hasta la
prucba de evocacion 24 h después. Las madres que fieron anestesiadas (ver Experimentos 2 al 5)
permanecian bajo observacién hasta que salian de la anestesia y luego eran colocadas en sus jaulas.

La Tabla 1 al final de la seccion resume las condiciones experimentales durante los diferentes
experimentos. El condicionamiento seguin las cinco condiciones experimentales (n = 16/grupo) se llevé a

cabo de la siguiente manera:

Experimento I Durante el émamamamiemo natural (NAT). Este experimento se lleve a cabo
segiin Hudson (1985). Consideramos a las condiciones de condicionamiento como naturales ya que las
madres se encontraban despiertas y alimentaban activamente a los gazapos dentro dg la caja nido. Se
generd un grupo condicionado (NAT) y uno control (cNAT). Para generar el grupo condicionado las
conejas eran perfumadas como se describe en el parrafo anterior y se les dejaba acostumbrarse al perfume
durante alrededor de 10 min. Una vez pasado este lapso de habituacién los gazapos llevados al bicterio en
camadas mixtas no mayores de seis sujetos, y colocados en las cajas nido a la hora establecida en el dia 1.
La caja nido s¢ introducia dentro de fa jaula matemnal (Fig. 2). Las madres en general no tardaban mas de 1
min en entrar a las cajas y nunca se les forzé a hacerlo. El tiempo de amamantamiento fue de
aproximadamente 3 min y de no més de 5 min. Pasados estos minutos las madres salian libremente de las
cajas y los gazapos eran retirados y conservados en ¢l laboratorio hasta el dia siguiente como se describe
arriba.

Los animales que conformaren el grupo contrel fueron tratados de la misma manera pero se les
. coloco con una madre sin perfumnar, tiempo antes de perfumar a la madre del otro grupo para evitar la

contaminacion del bioterio con el olor del perfume.

Experimento 2: Sobre una madre anestesiada (ANE). Se generaron también un grupo
condicionado (ANE) y un grupo control (cANE). A diferencia del condicionamiento natural, las madres
eran anestesiadas y los gazapos eran colocados de uno en uno sobre sus vientres para que se amamantasen.

La anestesia intramuscular se aplicaba en una dosis de 0.5 ml/kg de una mezcla 1:]1 de ketamina
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{Cheminova) y rompun (Bayer). Una vez dommidas, a las conejas se les aplicaban 5 U.IL, de oxitocina
(Syntocinon) intramuscular para estimular la eyeccién de leche de las glandulas mamarias. Para el
condicionamiento las hembras anestesiadas eran colocadas bocarriba ¢n una tina de acrilico en forma de U
sobre un armazon de metal con el cual se sujetaban las patas, y ¢l area de los pezones se delimité con una
arena de acrilico de 18 x 13 x 13 (altura) cm (Fig. 3). Se procuraba que la superficie ventral de 1a hembra
quedara lo mas horizontal y plana posible para que los gazapos pudieran moverse con facilidad sobre ella.
Una vez sujetas, las conejas eran perfurnadas como se describié con antelacién y antes de colocar
a los gazapos sobre Ia madre se permitia que pasaran 5 min para que la oxitocina tuviera su efecto sobre
las mamas y para que el olor y concentracién del perfume se estabilizaran. Pasado este lapso, los gazapos
eran colocados de uno en uno sobre el vientre de la madre donde se les dejaba moverse libremente hasta
que se adherian a un pezon. Una vez adheridos al primer pezén, se les permitia un total de 10 adhesiones
de no mas de 10 s, lo que equivale en promedio a un total de 100 s de adhesion {y por lo tanto ingesta de
leche) por gazapo. Este tiempo de ingesta y adhesion corresponde al que reportan Hudson y Distel (1983)
para los gazapos en condiciones de observacién mas nawrales que cortesponderian a las del Experimento
1. Para controlar el tiempo de adhesidn los sujetos eran removidos manualmente de los pezones y fuego se
les soltaba para que pudieran |tevar a cabo la conducta de biisqueda hasta encontrar ei siguiente pezon. La

sesion de condicionamiento duraba en total aproximadamente 180 s para cada gazapo.

Fig. 4 Coneja anestesiada sujeta bocarriba en una tina de acritico en forma de U vy sujeta de las patas a una
estructura metalica disefiada con este proposito. El area ventral se delimitaba mediante dos placas de
acrilico deslizables y paralelas que se colocaban una a la altura del pecho v otrz a la altura de las ingles.
De la pared de acrilico cuelga un reloj segundero mediante el cual se registrd el tiempo tanto durante las
sesiones de condicionamiento como durante las pruebas de evocacion. Los gazapos eran colocados sobre
el vientre de la madre durante el condicionamiente. Este montaje experimental se ermpled para todos los

experimentos excepto NAT y ¢NAT.
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Experimenio 3: Sobre una madre anestesiada, sin leche (SL). El tratamiento de los gazapos y de
las conejas fue igual al que se describe para el Experimento 2. La diferencia radicd en que las madres
empleadas para el condicionamiento amamantaban a otra camada antes de ser anestesiadas de tal forma
que ya no tuvieran leche en las mamas durante ¢l condicionamiento y, para asegurar la ausencia de leche,
no se les aplicaba la oxitocina en ningiin momento. Para este experimento también se generd un grupo

condicionado (3L} y uno control (cSL).

Experimento 4: Sobre una madre anestesiada, solo con adhesion a los pezones (ADH). Aqui se
pretendid reducir los estimulos matermos para dejar unicamente la estimulacién proporcionada por la
adhesion a los pezones y la presencia de la feromona materna. Para ello, las hembras y los gazapos fueron
tratados como se describe en el Experimento 3, SL. Las madres sin leche fueron anestesiadas y
perfumadas y no se les aplicé oxitocina. Los gazapos que conformaron este grupe condicionado (ADH)
eran sujetados manualmente sobre los pezones a los cuales se adherian sin dificultad. Como para los dos
experimentos amenorcs. se les pen'nmemn 10 adhesiones de no més de 10 s pero todo ‘el cuerpo de los
SUjelos permanecia mmowhzado {Fig. 5). No se les permitié en ningin momento ¢jercer la conducta de

biisqueda ni contactar con l1a madre a través de otra parte de su cuerpo que no fuera el hocico.
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Fig. 5 Acercamiento al drea ventral de una coneja sujeta como se muestra en la Fig. 4. Una mano sostiene
a un gazapo directamente sobre un pszon, manteniéndolo inmévil pero permitiéndole adherirse libremente

a los pezones.
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Experimento 5: Sobre una madre anestesiada, solo con biusqueda (BUS). Se pretendié retirar la
leche y la estimulacion proporcionada por la adhesién a los pezones, dejando unicamente la conducta de
biisqueda y Ja presencia de la feromona. Las madres eran anestesiadas, perfumadas y sujetas como se
describe para los Experimentos 2, 3 y 4 pero se les rasuraba el pelo adyacente a los pezones y cada pezdn
era cubierto mediante una banda adhesiva circular para impedir que los gazapos se pudieran adherir a ellos
(Fig. 6). Los gazapos que conformaron este grupo (BUS) eran colocades sobre el vientre de la madre
perfumada donde permanecian un total de 100 s moviéndose libremente pero sin peder adherirse a los

pezones.

Fig. 6 Acercamiento al vientre de una madre sujeta como en las figuras anteriores pero cuyos pezones
estaban cubiettos con cinta adhesiva, formando una especic de “muitikini”. El gazapo se desplaza con

libertad pero no puede adherirse en ningtin momento a un pezén.
Mediante los procesos descritos, en todos los experimentos los sujetos condicionados eran

expuestos simultineamente al olor novedoso - ¢l perfume - y a la feromona que normalmente estimula a

los gazapos a manifestar la conducta de bisqueda de pezon (Hudsen y Distel 1983, 19935).
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Tabla 1. Condiciones experimentales durante los diferentes tipos de condicionamientos

Grupo Experimental  Estadode Ticmpode Perfume Feromona Léche Adhesiones Bisqueda
n = 16/ grupo la madre  exposicién
a la madre
Natural (NAT) despierta = 180s SI BH St Si, libres fibre
Madre Anestesiada . :
(ANE) anestesiada = 180s S1 S1 SI 10de 105 libre
Sin Leche (SL) anestesiada = 180s St | NO 10de 105 libre
Adhesion (ADH) anestesiada  =100s SI SI NO 10del0s NO
Busqueda (BUS) anestesiada 100s S1 SI NO NO libre
Control Natural . oy .
(cNAT) despierta = 180 seg NO SI Sl Si, libres libre
Control Madre . .
Anestesiada (cANE) anestesiada = 180 seg NO SI SI 10de 105 libre
Control SinLeche /o tesiada = 180seg ~ NO S NO  10del0s  libre

(cSL)

5.2.2 Prueba de evocacion

Esta prucba se elaboré segin Kindermann y colaboradores (1991, 1994). Veinticuatro horas

después del condicionamiento, antes de la hora de amamantarse, los gazapos eran sujetos a la prucba de

evocacidn. Esta consistia en que a cada animal se le presentaban dos distintas condiciones en ausencia de

la madre; una sin ¢l estimulo condicionante (perfume Chanel No. 5} y otra donde éste estuviera presente.

La presentacion del estimulo se llevo a cabo de la siguiente manera:

En una placa térmica (Coming, PC-620) se colocaba una piel curtida de congjo y se mantenia a

30°C (Fig. 7). E! 4rea de prueba {234 cm?) se delimitaba con una arena de acrilico con las mismas medidas

que aquella empleada durante el condicionamiento para delimitar €l vientre de las conejas (18 x 13 x 13

(altura)} cm; Fig. 4} y de la cual colgaba un reloj segundero con ¢l que se registraba el tiempo. En ¢l centro
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del drea de prueba se definian tres puntos equidistantes entre si (Fig. 7, insercidén). En estos tres puntos se
mojaba la piel con agua para la condicién control o se perfumaba la piel con et estimuio Chanel No. 5 para

la condicién experimental.

oCOo

PR P ——

hotplate

H22 electronic © O

Fig. 7 Arena de prueba: una piel de conejo colocada sobre una placa caliente y delimitada mediante una
arena de acrilico. En esta drea se observa a un gazapo durante una prueba de evocacion. En el extremo
superior derecho se puede ver la vista superior de la arena y estdn indicados 1os tres puntos en donde se
aplicaba el agua o el perfume antes de cada prueba, segin [a condicion, control o perfume (para las

medidas empleadas para trazar los puntos ver Anexo).

Cada animal era colocado primero sobre la piel sin perfume y luego sobre la piel perfumada y en

cada condicidn se le dejaba moverse libremente durante 180 s. Al comenzar la prueba sobre cada una de
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las diferentes pieles, cada gazapo era colocado de 1al forma gue su hocico quedase en ¢l centro de Ia arena,
alineado con el eje longitudinal de la arena. Como se probaban varios gazapos en una sola ocasion, se
alternaba ia direccion del hocico de uno respecto at anterior hacia uno u otro lado de la arena. El orden de
las pruebas (primero sobre la piel control y luego sobre la piel con perfume) tenia dos funciones: la
primera era para evitar cualquier tipo de contaminacién de la piei control con el perfume. La segunda era
¢} minimizar posibles resultados positivos falsos por parte de los gazapos, esto es, evitar ¢l atribuirles una
reaccidn de reconocimiento al perfume cuando podria tratarse basicamente de un fenémeno de excitacion
ante Ia primera exposicion a la piel.

Para controlar.la posible variacion en la calidad y la concentracion del estimulo, cada dos sujetos
la piel era mojada o reperfumada, segin el caso. Ademas, los animales sin condicionar y los animales
condicionados eran intercalados entre si a lo largo de la prueba para controlar también por las diferencias
en el horaric entre grupos. Para cada una de las condiciones se emplearon una piel y una arena diferente.
El tiempo se registraba mediante un segundero que colgaba de la arena. Todas las sesiones se

videogrababan para su posterior analisis.

5.2.3 Videograbacidn

Todas -las sesiones de condicionamiento (excepto la del condicionamiento en el nido del
Experimente 1) y todas las pruebas de evocacidn eran filmadas con una cimara de video Panasonic
M9000 en formato VHS. La camara estaba fija en un tripié justamente por encima de la madre anestesiada
o de la arena de la prueba de evocacidn. El cuadro de la camara abarcaba tinicamente la arena de acrilico
que delimitaba al vientre de la madre o al drea de prueba y ¢l relaj que colgaba de ella. Para cada gazape
se elabord una tarjeta identificadora con su color y en la cual se describia la fecha, experimento y
condicion a 1a cual estaba siendo sujeto el animal, asi como la madre sobre la cual se estaba

condictonando cuando era el caso {ver Anexo).

5.3 Andlisis de 12 conducta

§.3.1 Parametros conductuales

- La conducta de los gazapos sobﬁ: el vientre materno durante la succion ha sido descrita
previamente por Hudson y Distel (1983). En general, se¢ compone de varios factores entre los cuales
destacan la busqueda y ia consecuente adhesidn al pezén, la rasquifia y el desplazamiento sin busqueda
(ver descripciones del repertorio conductual adelante). Sin embargo, dentro de la prucba de evocacion se

reducen las posibilidades de accion de los gazapos por la ausencia de tos pezones.
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La evaluacién de la conducta de los gazapos sobre la piel durante 1a prueba de evocacion estuvo
dada por varios parametros, unos segin Hudson y Distel (1983) y Kindermann et al (1991, 1994) y otros
que fueron nuevas aproximaciones al paradigma ya establecido, Se evaluaton en total siete diferentes
parametros para describir la conducta de los sujetos y para diferenciar entre los distintos grupoes y sus

distintos tratamientos.

Los parametros conductuales evaluados como se describe en la literatura citada fueron:

Tiempo total de busqueda (TTB). La conducta de bisgueda describe un movimiento rapido del
hocico hacia arriba y abajo que se desplaza en forma de zig-zag como esta descrito por Hudson y Distel
(1983) y Hudson (1985; Fig. 8}. Este movimiento va acompafiado generalmente por la colocacion de las
patas delanteras separadas hacia el frente en una posicion tensa, quicta y equidistante que permite el libre
movimiento de la cabeza. Un evento de bisqueda se registraba cuando los gazapos llevaban a cabo csta
conducta por un tiempo mayor a | s y terminaba cuando los animales paraban la conducta por mas de 15,
generzimente en el momento en que levantaban el hocico de la piel o al quedarse inmoéviles, rascar o
desplazarse, En una hoja de registro (ver Anexo) se indicaba el lapso temporal en el cual transcurria cada
evento de busqueda a lo large del ticmpé de prucba (180 s) y al final se sumaba el tiempo total de ésta’
para cada gazapo. También se regisiré el nimerc total de gazapos de cada grupo que presentaron

busquedas en las diferentes pruebas, con y sin perfume.

2

Fig. 8 Vista superior del area de prueba con un gazapo condicionado sobre una piel perfumada. La linea
en zig-zag describe la conducta de busqueda, el desplazamiente del hocico del gazapo sobre el drea del
perfume. Los puntos indican ¢! comienzo de cada evento de busqueda y las rayas el fin. Los circulos al

centro del dibujo indican los puritos de aplicacion del perfume.
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Frecuencia de eventos de busqueda (F de B). La frecuencia de blisqueda se refiere al nimero total de
eventos de bisqueda, con una duracién minima de 1 5, que sucedian a lo largo del tiempo de prueba (180
5). Para cada sujeto se contaba el nimero total de eventos de busqueda a lo largo de los 180 s y se

registraba también si estas bisquedas habian comenzado dentro o fuera del drea de estimulo (Fig. 9).

Distribucion de los eventos de busqueda a lo largo del tiempo (B en T). Este anilisis se modifico a
partir del trabajo de Kindermann y colaboradores (1991). El analisis de la distribucién de eventos de
bisqueda en el tiempo se hizo mediante la division del tiempo total en lapsos de 20 s, reportando el

nimero total de bisquedas iniciadas por todos los sujetos de un grupo en cada ventana temporal.

Como parametros nuevos se evaluaron:

Tiempo de permanencia dentro o fuera del drea del estimulo (T d/f). El drea de estimulo se tomd
como un area eliptica que quedaba justamente en medio de la arena de prueba y gue abarcaba 1/5 del su
area total (Fig. 9). Para determinar si ¢} animal se encontraba dentro o fuera de ésta se tomd como
referencia €l hocico del mismo y era éste el que daba la pauta segun su ubicacion ¢ independientemente de
donde estuviera el resto del cuerpo. Cada vez que un animal desplazaba e! hocico deniro del drea de
prueba por mas de 1 s se comenzaba a registrar ¢! tiempe de permanencia en ella. Cuando ies animales
sacaban el hocico por mas de 1 s se terminaba el registro y no se registraba otra vez hasta que de nuevo el
hocico del gazapo permaneciera por mas de | s dentro del drea delimitada como de estimulo. Bajo este
criterio, los animales llevaron a cabo muchas intromisiones de | solo s de duracion. Los intervalos de
tiempo de permanencia dentro del drea se anotaban en las hojas de registro (Anexe) y al final, se sumaba
el tiempo total de permanencia dentro del drea. El tiempo de permanencia_fuera del irea se calculaba

mediante una resta (180 s menos el tiempo de permanencia dentro del drea).

Tiempo relativo de bisqueda dentro y fuera del drea de estimulo (B d/f). Para este parimetro se
tomo el tiempo total de busqueda relativo al tiempo total de permanencia en cada irea (dentro o fuera),
esto es, primero se obtuvo el tiempo de¢ permanencia en cada una de las areas y, tomando este tiempo

como el total, se calculé cuanto de ese tiempo los animales presentaron la conducta de buisqueda.

Actividad general (AG). La evaluacion de la actividad general de los gazapos se empled como una
medida para ‘evaluar la conducta motora y el estado motivacional de los animales. Para tal efecto se
dividié el desempefio conductual de cada gazapo sobre la piel en cuatro conductas excluyentes entre si
(Fig. 9).
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Estas conductas fueron los siguientes:

Busqueda. Como se describié anteriormente, un movimiento rapido del hocico hacia arriba y
abajo que se desplaza en forma de zig-zag (Fig. 8), acompafiado generalmente por la colocacion de las
patas delanteras en una posicion tensa, quieta y equidistante que permite el libre movimiento de la cabeza,

Desplazamiento. Todo movimiento del cuerpo sin bisgueda que lograba cambiar la posicion del
tronco del animatl respecto a la piel,

Rasquifia. En posicion fija, un movimiento de rascado con una o ambas patas delanteras ¥y que s¢
presenta en los gazapos en el nido, generalmente inmediatamente después de comer o al haber sido
destapados o extraidos dcl material del nido.

Inmévil. Cuando el animal no presentaba ninguna de las conductas anteriores, esto es, cuando
permanccia ¢n un solo lugar por mas de | s, va fuera moviendo o no la cabeza pero sin girar ¢l tronco, ni
buscar ni rascar.

Cuando la conducta de biisqueda se presentaba simultineamente con desplazamiento, inmovilidad

de! tronco o rasquifia. se registraba como biisqueda, quedande anuladas las otras tres categorias.

Fig. 9 Ejemplo del patron conductual ejercido por un gazapo condicionado, como respuesta al perfume,
durante una prueba de evocacién. Los distintos tipos de lineas indican las diferentes categorias dc
actividad. La insercion derecha muestra una vista superior de la arena de prucba, indicando los puntos de

aplicacién del cstimulo y el drea de estimulo delimitada por una elipse que abarca 1/5 del area total de

prucba. e bUSQUCA e —  rasquifia desplazamiento .I:I. inmovilidad.
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5.3.2 Otras medidas

Peso al nacer. Se registré ¢l peso de cada animal ef dia de su nacimiento (dia 0).

Ingesta total de leche. Para los grupos NAT y ANE y sus respectivos controles se caleulé la
cantidad de leche ingerida por gazapo durante ¢l condicionamiento mediante la evaluacién de la diferencia

en s5u peso antes y después del evento.

Tiempo en contacto con la madre durante el condicionamiento. El nimero de adhesiones y su
duracién estaban acotadas experimentalmente para cada gazapo pero, debide a2 que los gazapos
normalmente presentan diferencias individuales en el tiempo que tardan en iniciar las busquedas,
encontrar los pezones, adherirse a ellos y, una vez desprendidos, volver a encontrar otto pezon elc, se
creyd pertinente registrar el tiempo total que los sujetos de los distintos grupos pasaban en contacto con el
vientre materno. Ademas esta medida también se [levé a cabo para evaluar cuanto de! tiempo de

condicionamiento correspondia a Ja pura manipulacién de los gazapos por parte de los experimentadores.

Tiempo total de adhesicn. Para los grupos ANE, SL y ADH y sus controles se cuantificé el tiempo
total que cada pazapo permanecié adherido a los diferentes pezones durante el condicionamiente. A cada
gazapo se le permitia adherirse diez veces en total (ver 5.2.1) un méximo de 10 s pero, e} ticmpo de
adhesién varid entre .'!os sujetos. Se calculé el promedio de tiempo de adhesion para cada gazapo y para

cada grupo.

5.3.3 Analisis estadistico

Los datos registrados se dividieron para su andlisis en dos partes. La primera parte consta de una ‘
descripcien de la actividad de los gazapos durante el condicionamiento. La segunda parte desctibe fa
actividad de los gazapos durante la prueba de evocacidn con un énfasis mayor sobre la descripcion de la
conducta de bisqueda,

Para evalvar la ingesta de leche para los grupos NAT, ¢NAT, ANE y cANE y el tiempo de
adhesion a los pezones péra los grupos ANE, cANE, SL, ¢SL y ADH se emplearon anélisis de varianza de
una sola via (ANOVA). Para el anilisis post hoc se uso Ia prueba de Neuman-Keuls.

El resto de las medidas pertinentes a la busqueda, rasquifia, desplazamiento e inmovilidad
requirieron de un andlisis no paramétrico debide a que no presentaron una distribucion normal y la
varianza de los datos era demasiado grande. Para comparar los datos de todos los diferentes grupos
durante la prueba de evocacion en las pieles con y sin perfume se empled la prueba de Kruskal-Wallis de

analisis de varianza de una sola via. Este analisis se generaba para comparar a los grupos condicionados
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entre si mismos y luego por separado a los grupos controles entre si. Tras ¢l anilisis de varianza, las
prucbas post hoc empleadas para hacer el analisis pareado entre grupos fueron la pruecba de U/ de Mann-
Whitney para grupos independientes y la prucba de Wilcoxon para los datos generades por Jos mismos
sujetos en la pieles con y sin perfume.

Por dltimo, para evaluar las pos‘iblcs relaciones entre a) el peso al nacer, conocide como un
parametro util para predecir el desempefio de los gazapos durante el amamantamiento (Drummond et al
2000) y el tiempo total de bisqueda durante ia prueba de evocacidn y b) la ingestién de leche, conocida
como reforzador en varios paradigmas experimentales (Johanson y Hall 1979, Johanson et al 1984,
Sullivan y Hall 1988} y el tiempo total de biisqueda durante la prucba de evocacién se obtuvieron los
coeficientes de correlacion por rangos de Spearman.

La estadistica se calculé mediante el programa SPSS v.8 y las graficas se claboraron utilizando el
programa SigmaPlot v.3. y SigmaPlot 2000,
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. Resultados

6.1 Condicionamiento

|
|
l
|

: Todos los sujetos reaccionaron normalmente ante las madres durante el condicionamiento,
cEstuvieran perfumadas o no. Todos los sujetos colocados sobre las madres anestesiadas presentaron un
répertorio conductual aparentemente normal, ejerciendo principalmente la conducta de busqueda de
p:ezén. acompariada de breves pausas, del gjercicio de rasquifia y de la adhesién y succidn de los pezones.
Esto sucedié a pesar de que las conejas se encontraban inméviles y colocadas bocarriba, en direccion
in;vcrsa a la que estan normalmente. Algunos de los gazapos expuestos a las madres recién perfumadas
prlv:scntaron cierta latencia en comenzar a e¢jercer la conducta de biisqueda pero una vez iniciada, fa
cjercian igual que los sujetos expuestos 2 madres sin perfumar. Esta tatencia no se cuantificé debido a que

fue muy esporadica.
|
Ingesta de leche y tiempo de adhesion a los pezones. Para NAT y ¢tNAT no hubo registro filmico

de la conducta durante ¢l amamantamiento y por ello no se pudo generar un analisis conductual de este
evento. Alternativamente la ingestion de leche por gazapo fue el principal parametro con base en el cual se
cv'!a!uo' el desempeiic de cada sujeto. Todos los gazapos bebieron leche dl.}rantc el condicionamiento. El
promedio de ingestién para NAT y cNAT fue de 12.7 g (DE 3.8) y 9.6 g (DE 5.1) respectivamente. Los
ﬂnlicos otros grupos que tuvieron acceso a la leche fueron ANE y cANE y el promedio de ingestion de
lec:he para estos grupos fue de 9.8 g (DE 4.3) y 11.7 g (DE 5.0) respectivamente.

l La respuesta de los sujetos ANE y cANE a la madre anestesiada, sujeta bocarriba e inyectada con
ox¢itocina fue vigorosa y eficaz. La gran mayoria de los sujetos comenzaron a buscar los pezones
inmediatamente después de entrar en contacto con ¢l vientre de la congja anestesiada. Todos lograron
Ioc:alizar los pezones, adherirse a ellos e ingerir leche.

| Un ANOVA de una sola via demostrd que no hubo diferencias significativas en ¢l consumo de
lcciie enire los cuatro grupos (F (3,60) = 1.79, p = 0.16). Casi todos los sujetos permanecieron adheridos a
loslpczoncs fos 10 s que duraba cada una de las 10 adhesiones permitidas. El promedio de tiempo de
adhtlcsién a los pezenes ‘calculado para ANE y cANE fue de 94.8 s (DE 10.3) y 98.7 5 (DE 4.9). Cabe
mencionar que estos promedios se obtuvicron a partir de n = 10 y # = 9/grupo respectivamente, debido a
un error en ia filmacién de estos sujetos, los primeros de todo este trabajo, que no permitié cuantificar las
adhesiones del resto de los sujetos de cada grupo (en total hay n = 16/grupo).

Los grupos SL, ¢SL, a pesar de la ausencia de leche, presentaron una conducta muy semejante a
la de los sujetos ANE y cANE, respondiendo a la madre con la conducta de busqueda y adhiriéndose a los

pezones. Sin embargo, muchos de cstos sujetos no permanecicron los 10 s establecidos adheridos a los
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pTzoncs. El promedio del tiempo de adhesién para §L§' ¢SL fue de 79.6 s (DE 179y 80.6 s (DE 12.3)

respectivamente.

Los sujetos del grupo ADH que también tuvieron acceso a los pezones pero sin busqueda, se
adhiricron sin problema en cuanto eran expuesios a ellos. A pesar de la ausencia de leche, estos sujetos
prcscntamn un tiempo de adhesién promcdm de 91.5 (DE 11.9). Un ANOVA de una sola via expresé una
d1fcrenc1a significativa en tiempo de adhesion entre ANE, SL y ADH (F (2,45) = 5.79, p = 0.006). Una
p%ueba post hoc de Neuman-Keuls indicé que los sujetos SL presentaron un tiempo de adhesion
sii;-niﬁcativamentc menor al de los sujetos ANE {p = 0.005) y ADH (p = 0.03), pero que no hubo
differcncia significativa entre ANE y ADH (p = 0.49).

i Los sujetos BUS podian desplazarse libremente sobre el vientre de las madres y asi lo
hi:cieron, buscando vigorosamente en general a lo largo de los 100 s que duraba el
ccimdicionamiento. Estos gazapos lograron localizar los pezones a pesar de que se encontraban |
cubiertos con cinta adhesiva, ya que presentaron una bisqueda intensiva a su alrededor,

|
aparentemente intentando adherirse a ellos,

i Tiempo total en contacto con la madre. A pesar de que ¢l condicionamiento estaba
cdntrolado en términos del numero de adhesiones permitidas y la duracién de las mismas para
cada gazapo, el tiempo total que cada uno de ellos permaneci6é sobre el vientre de la madre
anestesmda hasta completar las 10 adhesiones variaba: a) en dependencia del uempo que le
tolmaba a cada animal comenzar a buscar y encontrar los pezones que fue el caso de los grupos
A:NE, SL, cANE y cSL quienes podian moverse libremente en busca de los pezones. o b) como
coinsc'cuencia de 1a manipulaci6n intrinseca al protocolo experimental como fue el caso de ADH
o pa'ra los cuales el tiempo en contacto con la madre se registro desde que el gazapo era expuesto al
prfimer pezon y hasta que terminaban las 10 adhesiones, incluyendo en este registro el tiempo que
le; tomaba al experimentador sujetarlo a un pezén, removerlo, sujetarlo al siguiente y asi
suicesivamente hasta terminar el condicionamiento. Un ANOVA de una sola via (Kruskal-Wallis)
indico que hubo diferencias significativas entre los grupos (/= 14.57, p = 0.006) que estuvieron
dadas por un mayor tiempo de exposicion a la madre de ANE respecto a ADHyacSL(U=19,p
= I(.').001 y U = 24, p = 0.003 respectivamente).
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6.2 F;'wcba de evocacion

| Para el andlisis estadistico se emplearon todos los sujetos controles (cNAT, cANE, ¢SL, n = 48)
para;hacer las comparaciones con ADH y BUS, los dos grupos que no contaron con sus propios controles.

: A continuacion se presenta un analisis extensivo de los datos analizados para todos los grupos. En
la primera parte se muestra un andlisis en donde se representa a cada uno de los gazapos de uno de los
gmp?os {ANE) y su respectivo grupo control (cANE, 6.2.1). Posteriorrnente, mediante diagramas de caja
con 'bigotes, se grafican los resultados de las medianas, cuartiles y rangos comrespondicntes a todos los
grupbs (condicionados: NAT: natural, ANE: anestesia, SL: sin leche, ADH: adhesion, BUS: bisqueda; no
cond'fcionados: cNAT: comrc_n] natural, cANE: control ar_lcstcsia. ¢SL: control sin leche) para los distintos

parimetros conductuales analizadas {6.2.2 - 6.2.4).
]

i 6.2.1 Conducta individual de los gazapos sobre las pieles sin y con perfume.

E Todos los gazapos presentaron una actividad semejante, eje;:utando ¢l mismo repertorio
condluctual durante la prueba de evocacion. La diferencia entre eltos radico en los tiempos destinados a las
distilinas categorias: bisqueda, rasquifia, desplazamiento e inmovilidad. Para ejemplificar la distribucion
de la; actividad de cada gazapo sobre las pieles sin y con perfume se tomd a los grupos ANE y cANE
(Figs'. 10 ¥ 11) ya que estos corresponden a sujetos condicionados y no condicionados respectivamente,
sobré uﬁa madre anestesiada tal como los sujetos de SL, ADH, BUS y cSL pero también se asemejan a
NA'!% y cNAT en términos de que también ingirieron leche.

! El Figura 10 muestra la conducta de cada uno de los sujetos condicionados ANE sobre las
distintas pieles. Los sujetos buscaron significativamente mas sobre Ia piel con perfume que sobre la picl
sin p;crfume (Wilcoxon, p = 0,001) y también se desplazaron mds sobre la piel con perfume que sin él (p =
0.01), permanceiendo significativamente mas tiempo inmoviles sobre la pie! sin perfume que sobre la picl

* perfimada (p = 0.01). '

»  La Figura 11 muestra la conducta de cada uno de los sujetos no condicionados cANE sobre las
distiﬁtas pieles. Este grupo presentd significativamente mds busqueda sobre la piel sin perfume que sobre
la p{el perfumada (Wilcoxon, p = 0.009) pero ne fue diferente para rasquifia, desplazamiento ni

- ¢ T . .
inmavilidad en ausencia o presencia del perfume.

|
L

37



AT [T

A\
AN\

UL

AN [EIF

——

NN [ITIIIITIIF
NN I
AANNN\NW\\lfg

X LTI
AN L]

(s) 1gp0) odwal |,
FANNIH3d NIS

LK

9 10 11 t2 13 14 15 16

8

sujetos Ane

T
9 10 11 12 43 14 15 18

(s} 1ej0) odwan |
JWN4Y3d

8

sujetos Ane

inmovilidad

W basqueda B9 rasquifia 3 desplazamiento

1

Fig. 1@ Repertorio conductual individual durante la
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'

sobre;una madre anestesiada y con leche (ANE): A) piel sin perfume y B) picl con perfume. Cada barra

1
api]adla corresponde a un gazape v s¢ divide entre el tiempo destinado a cada una de las conductas que este

ejercié& durante la prucba de evocacion (180 s/picl). Los sujctos fueren ordenados segun su tiempo dc

bﬁsqu:eda sobre la piel con perfume. Los nimeros de cada barra corresponden al mismo individuo sobre
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sujetos cAne

W husqueda = rasquifa O desplazamiento inmovilidad

Fig. 11 Repertorio conductual individual durante la prucba de evocacion de los gazapos no condicionados
(cont;'o]cs) pero expuestos a una madre anestesiada y con leche (¢cANE), A) piel sin perfume y B) piel con

perfume. Explicacién como para Fig. 10.



6.2.2 Conducta de los grupos sobre las pieles sin y con perfume

Sujetos condicionados. Un andlisis de vanianza de Kruskal-Wallis expresé que entre los grupos
condicionados (NAT, ANE, Sl, ADH y BUS) habia diferencias significativas en su desempeiio sobre la
pici sin perfume en tiempo de busqueda (Fig. 11, H = 13.44, p = 0.009) y rasquifia (H = 13.60, p = 0.009)
y sé)brc la pie! con perfume para bisqueda (Fig. 11, H = 10.72, p = 0.03) e inmovilidad (H = 10.84,p =
0.03).

Sujetos control. Entre los grupos controles (¢<NAT, cANE y cSL} el mismo anilisis encontré
difércncias significativas inicamente en tiempos de desplazamiento (4 = 12.7, p = 0.002) ¢ inmovilidad
(H "= 7.42, p = 0.024) sobre 1a piel con perfume. El resto de los valores no revelaron ninguna diferencia

significativa.

E Condicionados contra sus controles. Sobre la piel sin perfume, NAT, ADH y BUS difirieron con
sus’controles presentando un mayor tiempo de rasquifia ({/ = 48, p = 0.003; &/ = 139, p = 0.0001; U/ =
176, p = 0.001 respectivamente) y NAT y ADH presentaron un menor tiempo de inmovilidad que sus
con'tmlcs sobre esta piel (U = 48, p = 0.003 y U/ = 59, p = 0.009 respectivamente).

© Sobre la piel con perfume, todos los grupos condicionados presentaron significativamente mas
b&siqueda que sus controles (Fig. 12, NAT/cNAT: U/ =31.5, p = 0.0001; ANE/cANE: U = 14, p < 0.0001;
SL/eSL: U = 52, p = 0.002; ADH/cTODOS: U/ = 93, p < 0.0001; BUS/cTODOS: U/ = 199, p = 0.0005).
Los sujetos SL presentaron un mayor desplazamiento que sus controles (I/ = 47.5, p = 0.002). Este grupo,
junto con ANE también permanecié significativamente menos tiempo inmévil que su control sobre esta
piel (U =445, p = 0,002 y U = 256, p = (.04 respectivamente}. No hubo diferencias entre condicionados
y co:ntrolcs en términos de tiempo de rasquifia sobre la picl perfumada.

La Fig. 12 muestra el tiempo total de biisqueda para todos los grupos sobre ambas pieles mediante
grificas de caja y bigotes, Sobre la piel sin perfurne NAT, ANE y SL buscaron significativamente mas
tien:mo que los sujetos BUS (I = 68, p = 0.006; U/ = 59, p = 0.002; U/ = 89, p = 0.042 respectivamente) y
ANiE mas que ADH (U = 71, p = 0.016). Las diferencias significativas sobre 1a piel con perfume entre los
gruf:os condicionados se dieron entre NAT, ANE y ADH respecto a BUS (U =69, p = 0.025; U =47 p =
0.0QZ; U = 68, p = 0.021 respectivamente) ya que, estos tres .grupos presentaron la conducta de bitsqueda
por més tiempo que éste ultimo. Las medianas del tiempo total de bisqueda sobre la piel perfumada para
los :sujclos condicionados fueron 14.5, 22.5, 9.5, 11.5 y 2.5 s respectivamente mientras que para los
cont:roles fue O s para todos. Los grupos controles no presentaron diferencias entre si para este valor en

ning!una piel.
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Fig. 12 Tiempo total de busqueda de todos los grupos de estudio; diagrama de caja y bigotes: la caja
muestra los cuartiles (25 y 75%) v las medianas (linea dividicndo la caja), los bigotes delimitan ¢l rango
de Ioé datos vy los circulos representan a los sujetos fucra de rango; A) piel sin perfume y B) picl con
perfume, Las barras oscuras {cx) corresponden a los grupos condicionados vy las barras blancas {co} a los

grupos controles no condicionados.
|
}

| El analisis del resto de las categorias conductuales (rasquifia, desplazamiento, inmovilidad),
aunqule mostro algunas posibles tendencias, no permitio distinguir claramente entre los grupos y por lanto

no se: ahondard mis en esos resuliados. Debido a que el tiempo de busqueda fue 1a medida que mejor

|
|
i al
1

I

]

1



|
i
|
i
i
|

permitié distinguir entre los tratamientos, las siguientes secciones pretenden dar una descripcion mis
L

precisa de esta medida unicamente.

6.2.3 La conducta de bisqueda

Numero de sujetos buscando. La primera diferencia en términos de la bisqueda radicé en ¢l
nﬂrhero total de sujetos por grupo que presentaron esta conducta durante la prucba de evocacion sobre la
piel con perfume. Sobre la piel sin perfume la respuesta de los gazapos fue muy variada mientras que,
sobre la piel con perfume, los gazapos condicionados lievaron a cabo al menos tres veces mas busquedas
que los controles (Tabla 2).

'

Tabla 2. Nimero total de sujetos buscando en cada grupo

Condicion  Sin perfume  Con perfume

NAT 9 3

ANE 9 15

SL 6 12

ADH 3 14

. BUS 1 11
’ cNAT 3 3
cANE 10 3

¢SL 5 3

Duracion de los eventos de bisqueda. Para esta medida no se obtuve ninguna diferencia
significativa entre los grupos condicionados ni entre los grupos controles sobre la piel sin perfume. Sobre
Ia piel con perfume los grupos controles no fueron diferentes entre si pero si lo fueron los condicionados
(H = 13.44, p = 0.009). NAT, ANE y ADH difirieron con BUS cuyas biisquedas duraron en promedio
menjos tiempo (& = 21, p = 0.003; U = 32, p = .009; I/ = 30, p = 0.010 respectivamente). Sin embargo no
hubo diferencia entre los grupos condicionados y sus controles en ninguna de las pieles para esta medida,

y por ello no se creyo que las diferencias entre los grupos condicionados fueran importantes.
| | .
Distribucion de los eventos de busqueda a lo largo del tiempo. E| andlisis de la distribucion de los
eventos de busqueda a lo largo de 1a prueba de evocacion se llevd a cabo como parte de las medidas que
i
pretendian evaluar si entre los diferentes grupos habia diferencias cualitativas en la manifestacion de fa

conducta de bisqueda {aprendizaje) durante la prucba de evocacién. El tiempo total de 1a prueba (180 s)°

i
i
i
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se ;dividié en ventanas de 20 s. En cada ventana temporal se agruparon los eventos de busqueda
presentados por cada grupe y su respective control sobre las distintas pieles.

: La Figura 13 muestra la distribucion de las bisquedas para los grupos NAT, ANE y SL scbre Ia
piel sin perfume y la Figura 14 presenta los mismos datos para estos grupos pero sobre la piel perfumada.
La:Figura 15 presenta la distribucién de las bisquedas de ADH y BUS sobre la piel sin perfume (armiba) y
sobre 1a piel con perfumc (abajo).

Sobre la piel sin perfume se observa un nimero similar de blsquedas entre controles ¥
condicionados para todos los grupos en los primeros 20 s. Posteriormente solo s¢ observan algunas
bﬁ§quedas esporadicas durante el resto de la prueba, tanto para los controles como para los condicionados.

Sobre la piel con perfume los grupos condicionados mantienen las busquedas durante wodo el
tiempo de prueba aunque los patrones de distribucién varian ligeramente entre ellos (Figs. 14 v 15). El
gripo BUS muestra una disminucién en ¢l nimero de busquedas iniciadas en cada ventana temporal
respecto a los demas grupos condicipnados pero, sin embargo, también presenta biisquedas a lo largo de
todo el tiempo de prueba. Sobre ésta piel los sujetos controles presentan un menor nimero de biisquedas
durante los primeros 20 segundes que sobre la piel control y el resto del tiempo de prueba solo presentan

alghnas cuantas bisquedas aleatorias.

Correlacion entre el peso al nacer y la ingesta de leche y la bﬁqueda. Este analisis se llevd a
cat;o ya que se conoce que a) cl peso at nacer €5 una medida utit para predecir ¢l desempeiio de los
ga?%apos durante el amamantamiento (Drummend et al 2000) y B) con el fin de esclarecer el papel de la
Icc@u: durante el condicionamiento previamente a probar la eficacia los experimentos en donde se
condiciond a los gazapos sin leche. No hubo ninguna correlacién entre ¢l peso individual que los gazapos
con:dicionados de los distintos grupos presentaron al nacer y la cantidad de bisqueda que ejercieron sobre .
la piel con perfume (Spearman, NAT r, = - 0.29, p = 0.25; ANE», = 006, p=08;SLr,=-037,p=
0.]3; ADH r, = - 0.18, p = 0.49; BUS r, = - 0.46, p = 0.07 respectivamente) ni tampoco la hubo entre la
cantidad de feche que ingiricron los sujetos NAT y ANE y su tiempo de busqueda sobre la piel con

perfume {r, = - 0.44, p=0.09 y r, = - 0.29, p = 0.27 respectivamente).
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Con ¢l fin de analizar la distribucion de la conducta de busqueda de los gazapos durante la prucha
de evocacidn respecto al irea en donde se aplicaban los estimulos (agua o perfume) y asi distinguir mejor
entre los diferentes grupos, se generd un nuevo andlisis que dividio la conducta de los sujetos durante la
prueba de evocacion en aquetla que presentaron dentro del drea considerada como de estimulo (ver 5.3.1),
y la que presentaron fuera de ella. Este anilisis, proveyd un panorama mds claro de los datos obtenidos
permitiendo diferenciar mejor entre los diferentes grupos condicionados y entre los grupos condicionados

¥ sus propios controles.

6.2.4 Biisqueda dentro y fucra del area de estimulo

Numero de evenios de bisqueda dentro y fuera del drea de estimuio. Los eventos de busqueda se
cuantificaron y se dividieron en aquellos iniciados dentro del 4rea del estimuio y los iniciados fuera de
ésta. La Tabla 3 muestra el nimero total de eventos de bisqueda por grupo y porcentaje de éstos que

fueron iniciados dentro del drea del estimulo.

Tabla 3. Eventos de busqueda totales presentados por cada grupo

Eventos de busqueda

Condicién Sin perfume Con perfume
% iniciados % iniciados
total dentro total dentro

NAT 15 40 55 87
ANE 18 61 72 76
SL 11 30 83 66
ADH 4 25 B2 . 66
BUS 4 100 35 46
cNAT 12 42 5 60
cANE 10 80 5 80
" ¢SL 18 ¢ 30 7 14

a) Piel sin perfume: un ANOVA (Kﬁskal—Wallis) mostro que los grupes controles ctNAT, cANE
y ¢SL, no difirieron entre si para estas medidas. Por su parte los grupos condicionados NAT, ANE, ADH
y SL, fueron significativamente distintos entre si, difiriendo ¢n los eventos iniciados dentro y los eventos
iniciados fuera del area de aplicacion del agua (H=12.2,p=002y H= 104, p - 0.034 respectivamente).

Sin embargo, no hubo diferencia entre los valores presentados por los condicionados respecto a aquellos

+
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presentados por sus controles. De ello deriva que las diferencias entre condicionados sobre esta piel no se

considerarcn impontantes (Fig. 16.).

x

b) Piel con perfume: sobre la piel con perfume el mismo andlisis mostrd que los sujetos controles
tampoco difirieron entre si. Los condicionados difirieron significativamente entre si en términos del
numero de eventos de bisqueda iniciados dentro del area de aplicacion del perfume (K = 10.6, p = 0.03)
pero no en aquellos iniciados fuera de ella. NAT, ANE SL y ADH iniciaron respectivamente el 87.3%,
76.4%, 66.3% y 65.9% de sus bisquedas dentro del drea mientras que BUS solo inicié un 45.7% ahi
(Tabla 3).

También sobre esta piel todos los grupos condicionados difirieron con sus controles, presentando
un mayor nimero de eventos iniciados dentro del rea del estimulo que ellos (NAT/cNAT: U/ = 48, p =
0.001; ANE/CANE: U = 24, p <0.0001; SL/cSL: U = 46, p = 0.0004, ADH/cTODOS: U/ = 77, p <0.000,
BUS/cTODOS: U = 282, p = 0.02, Fig. 16}.

En la piet perfumada Ia diferencia entre los grupos condicionados se dio entre NAT, ANE, SL. ¥
ADH respecto a BUS ya que éstos primeros presentaron un niimero de eventos iniciados dentro del drea
significativamente mayor a éste ultimo grupo (U/ = 74, p = 0.031; U = 48, p = 0.002; U = 78, p = 0.046;
U =58, p = 0.006 respectivamente). No hubo diferencias entre los grupos condicionados para el nimero

de eventos iniciados fuera del area.

Tiempo de permanencia dentro y fuera. Todos los grupos, tanto en la piel sin perfume como en la
piel perfumada, permanecieron la mayor parte de la prueba de evocacion fuera del area del estimulo. En
general los gazapos pasaban la mayor parte del tiempo pegados a las paredes de la arena de prueba,
desplazandose como guiados por ellas, con el hocico dirigido hacia el acrilico y hacia arriba. Solo cuando
el hocico tocaba la piel s¢ iniciaban los eventuales eventos de biisqueda o la rasquifia. De los 180 s que
duraba la prueba de evocacion, ¢l porcentaje del tiempo que todos los sujetos condicionados
permanecieron dentro del drea fue de 8.2% y 10.5% para las pieles sin y con perfume respectivamente y
para los sujetos controtes fue de 6.9% y 6.7%.

La Figura 17 muestra ¢l tiempo total que los gazapos permanecieron dentro o fuera del érca del
estimulo que era una elipse en el centro de !a arena y que abarcaba 1/5 del drea totai (Fig 9., 5.3.1) tanto
en la piel sin perfume como en la pcrt.'umada. No hubo diferencia.; significativas entre los grupos
condicionados ni entre los controles en términos del tiempo que pasaron fuera del drea en donde se
aplicaban ¢l agua o et perfume respectivamente. Para el tiempo que pasaron dentro’del area, solo hubo
diferencias entre los condicionados sobre la piel sin perfume (& = 12.01, p = 0.02). Sin embargo como no
hubo diferencias sobre esta piel entre los condicionados y sus controles las variaciones entre

condicionados no se creyeron relevantes.
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Fig. 16. Eventos dc busqueda promedios iniciados dentro o fuera del area de estimulo para cada grupo
durante la prueba de evocacion; diagrama dc caja y bigotes: la caja muestra los cuartiles (25 ¥y 75%) y las
medianas (linea dividiendo la caja), los bigotes delimitan el rango de los datos y los circulos representan a
los sujeto fuera de rango; A) picl sin perfume B) piel con perfume. Las barras oscuras represcntan las

bisquedas iniciadas dentro del 4rea y las barras blancas las busquedas iniciadas fuera de ésta.
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bigotes delimitan el rango de los datos y los circulos representan a los sujeto fucra de rango: A) pie! sin

perfume B} piel con perfume. Las barras oscuras representan el tiempo total de permanencia dentro del

arca y las barras blancas el tiempo total fuera de ésta.
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Tiempo relativo buscando. Una vez diferenciado el tiempo que los gazapos pasaron fuera o dentro
del area de] estimulo se calculé qué porcentaje del tiempo que los sujetos permanecieron en cada area, fue
tiempo que pasaron ejerciendo la conducta de bisqueda (Figs. 18 y 19). Los datos se manejaron como
porcentajes con el fin de normalizar ¢l tiempo de bisqueda proporcional al tiempo de permanencia dentro
o fuera del area que cada grupo presenté: '

a) Tiempo buscando dentro (%); como se puede ver en la Fig. 18, los grupos controles no
presentaront ninguna diferencia significativa entre si en ¢l tiempo de busqueda dentro del irea sobre
ninguna de las pieles. Los grupos condicionados fueron distintos entre si sobre la piel sin perfume (H =
11, p = 0.03) pero no difirieron sobre esta piel con sus controles por Io que ésta diferencia no se creyd
importante.

La diferencia mds significativa entre los grupos condicionados s¢ encontraba en el porcentaje det
tiempo dentro del area que los sujetos pasarcn buscando sobre la piel perfumada (4 = 20.6, p = 0.0004).
La mediana del tiempo buscando dentro para los grupos condicionados NAT, ANE, SL y ADH fue de
51.3%, 68.4%, 19.4% y 53% respectivamente mientras que para BUS fue de 0%. Esta medida también
arrojé las mayores diferencias esitre los grupos condicionados y sus controles (NAT/cNAT: U = 29,
p<0.0001; ANE/CANE: U = 12, p <0.0001; SL/eSL: U/ = 49, p = (.0008, ADH/cTODOS: U/ = 60,
p<0.0001, BUS/TODOS: U = 282, p = 0.024) aunque ¢l grupe BUS fue ¢i que presentd la dif‘ercncia
menos significativa respecto a los controles. Entre los grupos condicicnados sobre Ia piel con perfume las
diferencias significativas se encontraron entre BUS y NAT (U =51,p =0.003}, BUSy ANE (U =33, p =
0. 0003), BUS v ADH (U = 43, p = 0.001) y ANE y SL (I/ = 59, p = 0.009). Solo SL no fue

significativamente diferente a BUS para esta medida.

b) Tiempo buscande fuera (%) como se puede ver en la Fig. 19, sobre la piel sin perfume los
controles se comportaron tedos de 1a misma manera pero los condicionados' si difirieron entre si (H = 11,
p =0.03) ya que NAT, ANE y SL buscaron mas fuera del area del estimulo que BUS (U =72, p = 0.004,
U=30,p = 0.008 y U= 80, p = 0.008 respectivamente). Sin embargo no hubo diferencias en el tiempo de
bisqueda entre los grupos condicionados (Mediana = 0.0 s} y sus controles (M = 0.1 s5) para ésta piel y por
lo tanto las diferencias entre condicionados no se creyeron relevantes. Sobre la piel con perfume no hubo
diferencias significativas en el tiempo de busqueda fuera del area ni entre los condicionados ni entre los

controles.
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A. NATURAL ANESTESIA SIN LECHE ADHESION BUSQUEDA
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Fig. 18 Porcentaje de biisqueda relativo al tiempo tota] de permanencia dentro del area del estimulo para
cada grupo durante Ja prueba de evocacion; diagrama de caja v bigotes: la caja muestra los cuartiles {25 ¥
73%) y las medianas (linea dividiendo la caja), los bigotes delimitan ¢l rango de los datos y los circulos
representan a los sujcto fuera de rango: A) picl sin perfume B) picl con perfume. La Figura muestra ¢
porcentaje del tiempo dentro del area del estimulo que los gazapos de cada grupo pasaron buscando. Las
barras oscuras {ex) corresponden a los grupos condicionados y las barras blancas {(co) a los grupos

controles no condicionados.
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NATURAL ANESTESIA ADHESION BUSQUEDA
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Fig. 19 Porcentajc de bisqued:: relativo al tiempo total de permanencia fuera del area del estimulo para
cada grupo durante la prueba de evocacién; A) piel sin perfume B) piel con perfume. Explicacién como
para Fig.18. Las barras oscuras (cx) corresponden a los grupos condicionados y las barras blancas (co) a

los grupos controles no condicionados.
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7. Discusién y Conclusiones

Los resultados del presente trabajo muestran, en primera instancia, que el modelo de
condicionamiento olfativo en los conejos neonatos llevado a cabo por Hudson y sus colaboradores en
Alemania y en Francia (Hudson 1985, Kinderrnann et al 1991, 1994, Allingham et al 1999) ¢s replicable
ya que, en las condiciones particulares de nuestro laboratorio, los gazapos aprendieron a reconocer un okor
asociado al amamantamiento después de una sola exposicion en condiciones seminaturales, esto ¢s, en el
nido. Ademas, la efectividad de ésta técnica para condicionar a los gazapos a olores novedosos se vio
corroborada y enriquecida por el hecho de que los gazapos aprenden, de manera igualmente robusta y
eficiente, olores aplicados sobre una madre anestesiada y sujeta bocarriba. Esta era una condicion esencial
para poder profundizar en e! estudio de cudles son los reforzadores relevantes para este tipo de aprendizaje
asociativo.

Una vez establecido este condicionamiento controlado, se pudo aplicar el modelo a un primer
andlisis de las propiedades reforzantes de diferentes estimulos presentes durante el evento de
amamantamiento como son la leche, la estimulacidn tictil recibida por los gazapos al desplazarse
¢jerciendo la conducta de bisqueda, la estimulacion introral que recibieron los gazapos al adherirse 2 los

pezones v la presencia de la feromona materna,

El hallazgo principal de este trabajo fue el hecho de que la adhesion y succidn no nutritiva, esto
es, la mera estimulacidn introral, juega un papel principal en este tipo de aprendizaje oifativo neonatal
(Figs. 12 y 18). Los gazapos inmovilizados y sin acceso a la leche pero que se podian adherir a y
succionar los pezones (ADH), aprendieron més y respondieren con mayor especificidad al olor
condicionante que los sujetos condicionados sin leche y con bisqueda libre (SL). Estando la leche ausente
en ambos grupos, la diferencia principal entre ellos fue el tiempo de adhesion, signiﬁcativamcnte.mayor
en los gazapos inmovilizados que en los que presentaron bisqueda libre. La importancia de fa
estimulacion introral se vio posteriormente apoyada por el hecho de que los Gnicos sujetos que no ia
tuvieron (grupoe BUS), presentaron un nivel mis bajo en el aprendizaje (segin las medidas evaiuadas en
este trabajo) respecto a los demas grupos, significativamente menor a la de los grupos NAT, ANE y ADH
peto no respecto a SL {Fig. 12), con menos sujetos buscando por grupe (Tabla 2) y con bisquedas menos
acotadas al area del estimulo (Fig. 18). Aungue se podria pensar que el sujetar a los sujetos como en ¢l
caso de ADH podria fungir como una estimulacion tictil adicional, el resto de los grupos que presentaron
biisqueda libre debieron haber recibido igual o mayor estimulacion corporal al desplazarse por ¢l vientre

de la madre.
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Otros dos resultados de este trabajo fueron que:

1) La leche, a pesar de su importante papel bioldgico y su funcién de reforzader en otros
paradigmas de aprendi-zaje (Brake 1981, Johanson y Hall 1982, Suilivan y Hall 1988, Cheslock et al 2000)
no parece tener un papel relevante en la consolidacion de este aprendizaje en particular. Removerla no
impide que los gazapos aprendan el olor como se evidencia por el aprendizaje de los grupos SL, ADH y
BUS y en particular, coma se explico anteriormente, ADH es la evidencia mds clara de ésto ya que este
grupo estuvo tan bien condicionado como NAT y ANE quicnes si ingirieron leche (Fig. 12). El resultado
se hace mas robusto aln ante la ausencia de correlacion entre la cantidad de leche ingerida y cantidad de
tiempo de bisqueda para estos dos titimos grupos.

2) A pesar de que es una condicidn necesaria para que los gazapos presenten la conducta de
busqueda, la presencia de la feromona sola, al menos en tas concentraciones naturales en las que se
presenta, no es suficiente para que el aprendizaje del nuevo olor sea robusto, a pesar del elevado estado
motivacional que genera en los gazapos. Esto se hizo evidente por los resultados dei grupos BUS. Los
sujetos tuvieron contacto directo con fa feromona sobre el vientre de la madre, inclusive recibieron
estimulacion tactil en ¢} cuerpo y en el hocico al buscar pero estos estimulos no fueron suficientes para
que los gazapos aprendieran a responder clara y especificamente al olor. La ausencia de la adhesién y
succion tuvo como consecuencia que la respuesta de los gazapos al perfume fuera reducida y poco
especifica, mas como una respuesta generalizada de reconocimiento y no como el establecimiento claro de

una asociacion olor-pezdn (Figs. 16y 18).

El hecho de que la leche, la feromona y 1a gjecucién de la conducta de bisqueda no hayan tenido
un pape-l principal como reforzadores del aprendizaje no implica que no participen de ninguna manera en
su consolidacién. Es posible que la leche tenga un papel secundario en términos de que su presencia
mantiene a los gazapos adheridos a los pezones por mis tiempo come en el caso de los sujetos ANE y que,
como s¢ menciond para las ratas neonatas, con el paso del tiempo ¢l papel reforzador de la succion no
nutritiva se vea sustituido por la succion nutritiva, esto ¢s, la ingesta de leche (Blass y Teicher 1980).
Inclusive se ha observade que los gazapos son capaces de aprender a asociar rapidamente una infusion
introral de letr'he diaria con ¢! olor de la mano del experimentador que la administra (Hudson et al 1990,
Hudson comunicacion personal). A partir de los resultados obtenidos équi tampoco podemos descartar el
que la feromona por si misma pudiera fungir como reforzador si fuera presentada a los gazapos en altas
concentraciones y/o durante periodos de tiempo mds prolongados. También es cierto que este trabajo no
descarta directamente el que sujetar a los gazapos, como en el caso de ADH, tenga un efecto reforzante

como lo tiene la estimulacidn tactil en otros paradigmas de aprendizaje olfativo (Sullivan y Hall 1988}).
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Sin embargo, lo que este trabajo revela es que, en condiciones seminaturales, con las concentraciones
normales de feromona y el tiempo normal de amamantamiento la presencia de la estimulacién introral

ensombrece el efecto reforzante de otros estimulos.

Los resultados aqui presentados encuentran sustento en otros estudios ¢n donde se ha demostrado
que Jas ratas neonatas succionan pezones con o sin leche en igual proporcidn y por la misma cantidad de
tiempo (Blass y Teicher 1980}, que son capaces de aprender pruebas de ejecucion espacial (Kenny y Blass
1977) y pruebas de preferencia (Brake 1981) usando la succion no nutritiva como reforzador, ademas de
que pueden sostener una conducta de aproximacion a la madre usando un pezén sin leche como
recompensa {Amsel et al 1976). Gorsaud y Nowak (1999) reportan que también los corderos gjecutan
pruebas preferencia a la madre si se les refuerza con succion no nutritiva, aunque con menos efectividad
que si se les refuerza con succién y leche. En bebés humanos, es reconocido el efecto apaciguador de la
succion de chupones y se ha reportado que la succién no nutrnitiva promueve crecimiento, salud y bienestar
a los pequefios que resuita en que éstos sujetos prematuros pueden salir antes de los hospitales (Field et al
1982, Bernbaum et al 1983, Gunnar et al 1984, Miller y Anderson 1993, Pickier et al 1996). Otros
estudios en animales apoyan e! hecho de que la succidn es importante corﬁo recompensa durante la etapa
temprana postparto hasta el momento en que es relevada por la succién nutritiva como reforzador
prominente (Blass y Teicher 1980, Hall 1950, Myers y Hall 1998).

Posiblemente ta principal diferencia entre los estudios aqui mencionados y éste trabajo es que los
gazapos adquieren el a‘prcndizajc en un solo evento de tan solo 3 min mientras que ratas y corderos
requieren de varios momentos de apareamiento entre estimulos condicionado y no condicionado o
periodos de exposicion largos. En este contexto, los gazapos se enfrentan a presiones particularmente
severas durante el amamantamiento. Es posibie que, para los gazapos, este sea uno de los factores que le
. confiere mas importancia a la succion en si que a la ingestion de leche. Ya que es comiin que los gazapes
no Iogrc-n ingerir leche en grandes cantidades, sobre todo durante los primeros amamantamientes
(obsérvacion personal, Hudson comunicacion personal, Drummond et al 2000) tendrian gue ser capaces de
responder a otros estimulos presentes como olores o €] hecho de simplemente adherirse ya que, asociar la
leche con 12 madre y no recibir suficiente leche podrl’a.debilitar indirectamente 1a respuesta de los gazapos
al ensombrecer la asociacién madre-conducta de busqueda.

Una similirud con los estudios citados es que ¢l efecto reforzador de las succion no nutritiva no
implica que la leche no tenga una funcidn reforzadora sino que mas bien depende del paradigma
experimental en el que se emplee y de! tipo de aprendizaje que se pretende que los animales estabiezcan.
Esto seria cierto también para otros estimulos como la estimulacion tictil o la feromona en dado caso. El

valor del modelo del conejo neonato radica en que simula directamente un evento natural, una
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circunstancia de vida a la que los gazapos se enfrentan en la naturaleza. Dentro de éste contexto ¢s que la
succidn tiene un papel principal.

A lo largo de la elaboracion de este trabajo s¢ hicieron evidentes varios errores y algunas
limitaciones propias del modelo que vale la pena mencionar con el animo de que se eviten en posteriores
estudios. Uno de los errores fue ¢l no controlar mas rigurosamente la sincronizacion de los horarios del
condicionamiento y a prueba de evocacion, sobre todo a la luz de la importancia de la notoria sincronia
circidica entre los hembras y sus crias (Hudson y Distel 1989, Escobar et al 2000, Jilge y Hudson 2001).
A la par, es importante también controlar continuamente la temperatura de la arena de prueba y la
temperatura ambiental ya que estas pudieron haber afectado el estado general de los gazapos quienes son
muy sensibles a cambios térmicos (Hult y Hull 1982). Durante el condicionamiento, s imponianie evitar
variaciones debidas a la manipulacién como fue el caso de sujetos a los que se les dejd adherirse por mas
de los 10 5 establecidos o por menos.

En términos del modelo experimental, los tiempos de exposicion a la madre durante el
condicionamiento variaron mucho entre los grupos. Este hecho ¢s intrinseco al disefio ya que el tiempo
sobre la madre depende de los gazapos, de su habilidad para desplazarse, buscar y adherirse. En particular
para BUS si hubo un error de disefio ya que, con base en los tiempos pmrriedio de succion reportados por
Hudson y Distel {1982), se les colocé sobre la madre un total de 100 s, tiempo que resultd ser casi la mitad
© una tercera parte menos de tiempo que los otros grupos estuvieron en contacto con Ia madre ya que no se
tomd en cuenta que el tiempo de succidn es menor al tiempo real de contacto. Sin embargo, a pesar de

estos errores, el modelo experimental funciond y los cbjetivos se cumplieron ampliamente.

) Metodolégicamente este estudio provee de dos resuitados utiles si se pretende ahondar en el
aprendizaje neonatal de los gazapos. El primero es que se hizo evidente, por la gran cantidad de datos y
. resultados similares, que establecer grupos controles y grupos condicionados y ademas probar a los
gmpos sobre una piel sin perfume y sobre una piel con perfume, es generar controles innecesarios o
redundantes. Se sugiere por tanto eliminar la prueba sobre la piel sin perfume, tomando en cuenta también
gue dos pruebas desgastan mucho mas a los gazapos que una sola. El segundo resultado fue que el dividir
el area de prucba en dentro y fuera‘ del area del estimulo permitié esclarecer mejor las diferencias entre los
grupos y fungioé adecuadamente como una medida de la robustez del aprendizaje pues hacia evidente qué
tan especifico era éste. Por su parte dividir 1a conducta total en las categorias de blisqueda, rasquifia,”
desplazamiento e inmovilidad no brindo resultados que permitieran diferenciar entre los grupos

claramente y por tanto se cree que es una medida innecesaria o poco 1til para posteriores estudios.
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Este trabajo no pretende ser un analisis exhaustive sobfe los distintos estimulos y sus propicdades
reforzantes sino mas bien pretende establecer una primera aproximacion al estudio del aprendizaje olfativo
neonatal en los conejos como un modelo mamifero.

Restan ain muchas preguntas a cerca de las caracteristicas de y los mecanismos a través de los
cuales difercntes estimulos promueven ¢l aprendizaje durante ¢l amamantamiento en los gazapoes. Como
posibles futuros experimentos debiera analizarse si la leche, en ausencia de succidn, cobra mayor
relevancia como reforzador durante el aprendizaje olfativo o si es necesaria para sostener el aprendizaje
por periodos de retencion mas extensos que 24 h. También seria importante evaluar si presentarte a los
gazapos la feromona a diferentes concentraciones o por periodos mas prolongados también tendria como
consecuencia el aprendizaje, atin en ausencia del resto de los estimulos como leche y succién. Para
descartar por completo el que sujetar a los gazapos fungicra como una estimulacion tactil reforzante, se
tendra que elaborar un experimento en el cual los gazapes sean sujetados al igual que para el grupo ADH
pero en donde se retire la succién.

Dentro de otras caracteristicas de este aprendizaje, queda abierto el campo de los correlatos
neurales que lo subyacen. Este estudio provee de los medios para poder manipular el eventos de
aprendizaje en distintos momentos, como serian adquisicion, consolidacion y evocacidn ya el
experimentador tiene acceso libre a los gazapos durante todo el pericdo que acompaiia al aprendizaje y el
condicionamiento controlado permite eventuales intervenciones farmacologicas con facilidad.

Los resultados en términos de la relevancia de a estimulacion introral dirigen al atencién al papel
de la succion no nutritiva como reforzador para los mamiferos neonatos y también marcan una direccion
en la investigacién de los procesos neureles, sefialando la importancia de las sefiales provistas por el

trigémino durante !a succion para la consolidacién del aprendizaje.
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Anexo

1. Medidas de la arena de 1a prueba de evocacién

18em

13cm

2. Tarjeta identificadora

FECHA: © 16/06/01
EXPERIMENTO: ADHESION
CONDICIC)N: PERFUME

SUJETO:

cOoNEJA: €0 AV
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3. Hoja de registro

Hoja de Registro
Fecha: 16/0£/01 Condicidn: PERFUME
Numero de camada: 45 Experimento; ADHESION
Numero de video: 3§ Experimentador: Diawicla
o2 eme 4
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\_ th= td = ti= tr = £(d/fy= tpa = b+a=

th = tiempo de bisqueda (VVV) f (d/f) = frecuencia de busquedas dentro/ fuera del drea de estimulo
td = tiempo de desplazamiento (—) tpa = tiempo de permanencia en ¢ area de estimulo (veess)
ti = tiempo de inmovilidad ( ) b + a = bisqueda dentro del irea del estimulo

tr = tiempo de rasquiiia (++++)
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Que todo el mérito que haya acumulade mediante este trabajo sirva y sea de beneficio a todos los seres. Que
todos 1o seres obtengan la felicidad y sus causas. Que todos los seres se liberen del sufrimiento y de sus
causas. Que una mente verdaderamente altruista surja donde no haya nacido y se incremente donde ya
existe. Que todos los seres moremos pronto en la naturaleza clara de nuestra propia mente en beneficio de

nosotros y de todos los que nos rodean.

A long as space abides and as tong as the world abides, so long may I abide, destroying the
sufferings of the world.

Santideva
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